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RESUMEN

El aceite de anchoveta (Engraulis ringens) se ha convertido en uno de los ingredientes marinos
maés valorados en el mundo por la cantidad de omega 3 lo que le ha dado un alto valor comercial
en el exterior, por lo tanto, este aceite es utilizado por muchas industrias principalmente para
fines nutracéuticos. Este ingrediente marino antes de ser comercializado para este fin pasa por
varias etapas de transformacion eliminando asi impurezas que dafien la calidad del mismo y
por una etapa final de concentracion quimica que sintetiza el omega-3 para obtener altas
concentraciones, convirtiéndolo asi en un aceite altamente concentrado en forma de esteres

metilicos que dificulta funcionalmente la absorcion completa de los omega-3 en humanos.

El objetivo del presente trabajo de investigacion es obtener parametros de operacion en el
proceso de hidrdlisis para maximizar el %GH para luego aplicar un método de concentracién
de omega-3 con el fin de lograr un concentrado natural y no sintético en aceite de anchoveta.
Aplicando un disefio DCCR se logré la combinacion de variables independientes: tiempo,
temperatura y concentracion de enzima para realizar las pruebas de hidrolisis teniendo los

siguientes parametros 12-48 h, 40-50°C, 200-500 U/mL aceite respectivamente.

Finalmente se obtuvieron las condiciones dptimas para lograr un alto %GH, en condiciones de
mini reactor enzimatico las cuales fueron: 48 Horas, 42.5 °C y 500 U/mL aceite para obtener un

grado de hidrolisis de 26.91% y una concentracion de omega-3 de 34.840+0.020%.

Palabras claves: aceite de anchoveta, hidrolisis enzimatica, omega 3
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ABSTRACT

Anchovy oil (Engraulis ringens) has become one of the most valued marine ingredients in the
world for the amount of omega 3, which has given it a high commercial value abroad, therefore,
this oil is used by many industries primarily for nutraceutical purposes. Before being marketed
for this purpose, this marine ingredient goes through several stages of transformation, thus
eliminating impurities that damage its quality and through a final stage of chemical
concentration that synthesizes omega-3 to obtain high concentrations, thus converting it into a
highly concentrated in the form of methyl esters that functionally hinders the complete

absorption of omega-3s for humans.

The objective of this research work is to obtain operating parameters in the hydrolysis process
to maximize the% GH and then apply an omega-3 concentration method in order to achieve a
natural and non-synthetic concentrate in anchovy oil. Applying a DCCR design, the
combination of independent variables was achieved: time, temperature and enzyme
concentration to perform the hydrolysis tests, having the following parameters 12-48 h, 40-50

° C, 200-500 U / mL oil respectively.

Finally, the optimal conditions were obtained to achieve a high% GH, under conditions of a
mini enzymatic reactor which were: 48 hours, 42.5 ° C and 500 U/mL oil to obtain a degree of

hydrolysis of 26.91% and a concentration of omega-3 of 34.840+£0.020%.

Key words: anchovy oil, enzymatic hydrolysis, omega 3
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I. INTRODUCCION

El aceite de pescado se ha convertido en un producto de exportacion trascendental dentro de la
diversidad de productos que el Per( exporta actualmente debido a su alto valor nutricional. Esta
compuesto por acidos grasos poliinsaturados (AGPI) n-3, acido docosahexaenoico (C22:6
DHA) y acido eicosapentaenoico (C20:5, EPA), estos son esenciales para nuestro consumo
porque aporta beneficios nutricionales para la salud y esta sélidamente demostrado en la
literatura cientifica y recomendado por las autoridades de la salud de todo el mundo (OMS,

OPS Y FAO). (Akabas y Deckelbaum, 2006)

Los &cidos grasos omega-3 se encuentran en mayor porcentaje en peces azules y muchas
personas por diversos factores no lo consumen por lo que consecuentemente se convierten en
deficitarios de omega-3. En tal sentido, se innovo la forma de consumir estos acidos grasos
esenciales omega-3, donde los profesionales de la salud y de alimentos colocaron en el mercado
suplementos de omega-3 extraidos del aceite de pescado que se incorporarian a la dieta de

aquellas personas carentes de omega-3. (Castellanos y Rodriguez, 2015)

El requerimiento de mayores concentraciones de acidos grasos omega-3, ha motivado el
desarrollo de procesos que permiten obtener altas concentraciones de acidos grasos omega-3
ya sea de EPA o DHA o de ambos (Swanson, Block y Mousa, 2012), por lo tanto hoy en dia
son cuantiosas las empresas nutracéutica, farmacéuticas y de alimentos en diferentes paises
alrededor del mundo, las que brindan productos a los consumidores que contienen EPA/DHA
en diferentes formas y concentraciones (Arterburn, Bailey y Oken, 2006), sin embargo, muchos
de los suplementos de omega-3 disponibles que se ofrecen hoy en dia no proporcionan los
beneficios que los consumidores estan esperando. Esto se debe en gran parte a procesos que se
estan usando en la concentracién de estos acidos grasos para fabricar suplementos de aceite de

pescado sintético en forma de éster etilico, cuya diferencia estructural con respecto al aceite en

13



forma de triglicérido natural limita funcionalmente la absorcién de los acidos grasos esenciales

omega-3. (Lopez, 2018)

Estos procesos para concentrar aceites marinos, consisten en separar los &cidos grasos de la
estructura trigliceridica de los aceites marinos, transforméandolos en esteres del etanol (etil-
esteres). Este proceso se puede realizar en forma quimica o idealmente mediante enzimas que
liberan especificamente los acidos grasos omega-3 por su estéreo especificidad desde los
triglicéridos que componen el aceite. (Valenzuela, Sanhueza y Nieto, 2006) Los etil-esteres se
separan mediante un proceso de destilacién molecular obteniéndose concentraciones hasta de
90% de cada &cido graso (EPA o DHA) sin embargo, existe cuestionamiento sobre la real
biodisponibilidad de los acidos grasos omega-3 en la forma de etil-esteres, ya que estos
productos son mal sustrato para las lipasas intestinales, lo que reduciria notablemente su

absorcion en el tubo digestivo. (Valenzuela y Valenzuela, 2014)

Como alternativa a este proceso en esta investigacion se plantea otra solucién que es la
hidrolisis selectiva enzimatica, se sabe que las lipasas catalizan las reacciones de hidrolisis y
se han mostrado como una buena alternativa para obtener concentrados de AGPI como
acilgliceroles los cuales se absorben mejor en el cuerpo humano por ser ésteres naturales de

acidos grasos con glicerol. (Okada y Morrisey, 2007)

La produccién de concentrados de EPA y DHA a partir de aceite de pescado aplicando lipasas
demuestran tener potencial para obtener un producto de alta calidad, debido a las condiciones
suaves del proceso y medioambientalmente amigables para no generar subproductos téxicos,
por esta razon se plantea en esta investigacion como objetivo principal determinar los
parametros de operacion de un mini reactor enzimatico por lote para alcanzar el mayor grado

de hidrolisis en el aceite de pescado semi-refinado aplicando una lipasa comercial.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Definicion aceite crudo de pescado

El aceite crudo de pescado se obtiene de las etapas de separacién y centrifugacion de la
produccion de harina de pescado, esta fase liquida y viscosa quimicamente hablando es
la combinacion de 3 moléculas de &cidos grasos con una molécula de glicerina. (Colpex,

2019)

La estructura quimica para un aceite es la siguiente:

Figura 1. Estructura quimica del aceite

La diferencia entre un aceite y una grasa esta definida por la composicion cualitativa
y cuantitativa de sus acidos grasos, en especial, por la proporcién de sus

componentes

El aceite de pescado crudo se encuentra en estado liquido a temperatura ambiente, es
de origen marino de especies como jurel, caballa, anchoveta, etc. Tiene un color
amarillo anaranjado, que se obtiene después del prensado del pescado y seguido de la

centrifugacion para separar los diferentes componentes. (Roldan, 2016)

El aceite de pescado crudo es un producto pesquero industrial de alto valor nutricional

por su alto contenido de acidos grasos omega-3 de cadena larga; eicosapentaenoico
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(C20:5, EPA), docosapentanoico (C22:5, DPA) y docosahexaenoico (C22:6, DHA).
Siendo el EPA y DHA los mas importantes ya que su especial disposicion molecular
juega un rol importante en la dieta humana, hace que tengan unos efectos terapéuticos
gue no poseen otros acidos grasos: disminuyen el riesgo de padecer un infarto, reducen
el nivel de triglicéridos, actian como antiinflamatorios ante diferentes enfermedades.

(Charanyaa, Belur y Regupathi, 2017).

El aceite de pescado crudo es la fuente principal de estos &cidos grasos como el EPA'Y
DHA, lo cual al presente ha creado una gran demanda de este insumo. La tabla 1
muestra el contenido promedio de EPA y DHA del aceite crudo obtenido de diferentes
especies de peces, cuya captura, o produccion (acuicultura) es comdn en Chile y Perd,

principalmente. (Valenzuela, 2012)

Tabla 1. Contenido de EPA y DHA en aceite crudo de diferentes especies de pescado

Valenzuela, 2012 Valenzuela, 2014 Castro-Gonzalez, 2002
ESPECIES EPA DHA EPA DHA EPA DHA
(0/100g) (9/100g) (g/100g) (g9/100g) (g/100g) (g/100 Q)
Jurel 14 10 5.04 6.99 - -
Salmon 7 10.8 8.62 11.04 1 8.8
Trucha 4.5 8.6 2.59 6.77 - -
Sardina 16 10 4.73 5.09 16 10
Anchoveta 11 10 7.63 12.92 11 10
Atln 13 10 9.1 2.37 - -
Bacalao 11 12 - - - -

Originalmente, el aceite de pescado era un subproducto de la produccion de la harina de
pescado, hoy en dia un producto importante con alta demanda y de amplia utilizacién en
la industria de la nutricion humana y animal. Perd, Chile, Dinamarca y Noruega, en ese
orden, son los paises con mayor actividad pesquera destinada a la fabricacién de harina de
pescado y aceite de pescado. (Valenzuela, 2012)
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2.1.1 Caracteristicas del aceite crudo de anchoveta
Los aceites crudos presentan muchos componentes no apto para el consumo
humano, tales como: fosfatidos (lecitinas), pigmentos colorantes, &cidos grasos,
peroxidos, jabon, impurezas en estado coloidal (gomas). Estos deberan ser
eliminados por los procesos subsiguientes, para que el producto final pueda ser

consumido. (Barreto, 2012)

Los aceites crudos de pescado tienen una composicion quimica compleja que va
a depender de diversos factores, como la estructura de sus &cidos grasos, los
cuales varian considerablemente en funcion del tipo o especie de pescado y de
la composicion del plancton con el que éste se alimento y de la época del afio.
Todo aquello influye en las caracteristicas fisicoquimicas del aceite de pescado
tanto para sus aplicaciones comestibles como en las técnicas para elaborarlo.

(Roldéan, 2016).

Los aceites de pescado son susceptibles a una facil oxidacion y se pueden alterar
hasta rancidez durante su extraccion y el almacenamiento; esta oxidacion se
acelera por el calor, la luz y la presencia de catalizadores y puede ser
contrarrestada administrando antioxidantes, o almacenandolos en lugares
oscuros. Debido a sus propiedades nutritivas, entre ellas su gran valor
energético, los aceites resultan elementos indispensables en el régimen de
alimentacion de hombres y animales, ademas de que contienen vitaminas

solubles A, Dy E. (Roldéan, 2016)

En el Perd la industria de aceite de pescado es supervisada por el Organismo
Nacional De Sanidad Pesquera (SANIPES), los cuales con ayuda de INACAL

establecen limites maximos y minimos permisibles para la evaluacion de calidad
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del aceite de pescado como tal para su comercializacion. Los analisis
significativos para evaluar la calidad del aceite crudo de anchoveta se observan

en la siguiente tabla:

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite crudo de anchoveta

ACEITE CRUDO DE PESCADO

Parametros Limites
FFA % Max. 3
Humedad e % Max. 1
impurezas
Materia % Max. 15
saponificable
indice de yodo Hanus Min/Max. 175 - 195
Color Gadner Gardner Max. 15
Indice de i Min/Méx. 186-198

saponificacion
Fuente: Norma Técnica Peruana NTP 312.002:1970 (Revisada el 2010)

2.2 Definicion de Acidos grasos en el Aceite de Pescado
Los acidos grasos forman parte de los componentes mas importantes en los aceites y
las grasas, son moléculas lineales y formadas quimicamente por una larga cadena de
atomos de carbono y de hidrégeno teniendo en un extremo solo un grupo carboxilo.
Generalmente, suelen tener un nimero par de &tomos de carbono, pero también existen
algunos acidos grasos con nimero impar de carbonos, por ejemplo, el &cido margarico
posee 17 atomos siendo una de las excepciones dentro del grupo de &cidos grasos.

(Navas, 2010).
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los acidos grasos en su estructura quimica son cadenas hidrocarbonadas con formula
CH3(CH2),COOH (donde n indica la cantidad de atomos de carbono que forman la
cadena hidrocarbonada), cada &tomo de carbono se une al siguiente y al precedente por
medio de un enlace covalente sencillo o doble, de longitud variable que tienen un grupo
metilico y uno carboxilico en sus extremos. La longitud de la cadena hidrocarbonada
puede variar entre 2 a 30 o mas, difieren entre si por su longitud, por el nimero y
posiciones de enlaces doble entre carbonos consecutivos. (C=C). Asi, los acidos grasos
pueden dividirse, segln sus caracteristicas estructurales, en dos grandes grupos: acidos
grasos saturados (AGS) y acidos grasos insaturados (AGl), éstos Gltimos, dependiendo
del grado de insaturacion que posean se pueden clasificar como &cidos grasos

monoinsaturados (AGMI) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI). (Navas, 2010)

(0]

o WOH

3

palmitic acid

Figura 2. Estructura molecular de un acido graso.

Al presente, aunque se conocen mas de 200 acidos grasos. Ixtaina (2010) afirma que
son pocos los que participan con un porcentaje > 3% en la constitucion de los
triacilgliceroles de los aceites y grasas alimenticias. El resto, generalmente se presentan

a nivel de trazas o en mayores cantidades en ciertas especies.

2.2.1 Acidos Grasos Saturados

Los acidos grasos saturados hasta 8 carbonos se encuentran es estado liquido a

temperatura ambiente y se encuentran presentes principalmente en la grasa de
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la leche, A partir de 12 carbonos, son sélidos y practicamente insolubles en agua.
En estado sélido, los &cidos grasos saturados adoptan la conformacion alterna
todo -anti, que da un maximo de simetria al cristal, por lo que los puntos de
fusion son elevados. El punto de fusion aumenta con la longitud de la cadena.
Los acidos caprico, miristico y laurico son propios del aceite de coco y la semilla
de palma, mientras que los acidos palmitico y estearico son los acidos grasos

saturados mas usuales. (Ixtaina, 2010)

Tabla 3. Acidos grasos saturados comunes en grasas Yy aceites en la dieta

humana
Acidos Grasos Abreviatura Formula Fzginéao (gé)

Caprilico C8:0 CsgHi1602 16.7
Caprico C10:0 C10H2002 31.6
Laurico C12:0 C12H2402 44.2
Miristico C14:0 C14H2802 54.4
Palmitico C16:0 C16H3202 63.0
Esteéarico C18:0 C18H3602 69.4
Araquidico C20:0 C20H4002 76.00
Behénico C22:.0 C22H440; 79.9
Lignocérico C24:0 Ca4Ha1802 84.2

Fuente: FAO (2012)

2.2.2 Acidos Grasos Insaturados

Estos &cidos grasos son muy importantes debido a que algunos de ellos son
esenciales para vida de los mamiferos y especialmente para el hombre. Esto
significa que el organismo no puede sintetizarlos y por lo tanto depende de la
incorporacion de estos &cidos grasos esenciales a través de la dieta. (Ixtaina,

2010).
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Badui Dergal (2006) firma que los acidos grasos insaturados suelen tener una
mayor reactividad quimica a comparacion de los saturados porque tienen dobles
enlaces en su estructura quimica. Los acidos grasos insaturados predominan
sobre los saturados, especialmente en los aceites vegetales y en las grasas de
animales marinos que viven a bajas temperaturas. Su punto de fusion disminuye
a medida en que aumenta el grado de instauracion y su sensibilidad a las
reacciones de oxidacion y también cuanto mas insaturado sea el acido, los
puntos de fusion de los acidos insaturados son menores que de los saturados

para una misma longitud de la cadena de &tomos de carbono.

Todos los acidos grasos insaturados naturales presentan isomeria cis. El isomero
cis- posee los dos hidrégenos hacia el mismo lado, mientras que en el isomero

trans- se encuentran alternados.

H H
N

c=—c
/ \ AN

CIS TRANS

H

Figura 3. Isomeria Cis — Trans de los acidos grasos.

La presencia de dobles enlaces con isomeria cis-, en los &cidos grasos
insaturados hace que la cadena hidrocarbonada se doble en el espacio lo cual, a
su vez, dificulta su empaquetamiento con otras moléculas préximas y asegura
que los lipidos que contienen estos acidos grasos tengan puntos de fusion bajos
y, por consiguiente, sean fluidos a temperaturas fisioldgicas, lo que facilita,
entre otras cosas, su transporte en nuestro organismo. (Badui Dergal, 2006).

Estructura tridimensional de dos acidos grasos, la presencia de la instauracion
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de configuracion cis, torsiona la estructura espacial de la molécula, a diferencia

de la estructura lineal del &cido graso saturado.

2.2.2.1 Acidos Grasos Monoinsaturados

Los &cidos grasos monoinsaturados son acidos grasos de cadena carbonada de
namero par que poseen una sola insaturacion en su estructura, quiere decir que
poseen un solo doble enlace carbono-carbono (-CH=CH-). Un ejemplo de este
tipo de acidos grasos monoinsaturados es el &cido oleico que se encuentra
presente en la mayoria de grasas naturales, llamado comdnmente omega 9, los
demaés &cidos grasos monoinsaturados existen en cantidades promedio mucho
menores. (Navas, 2010). EI nimero que procede a la cantidad de carbonos,
designa la cantidad de dobles enlaces insaturados y consecuentemente el valor

€s uno.

Tabla 4. Acidos grasos monoinsaturados mas comunes encontrados en los alimentos

NUmero NUmero de

de dobles Nompre Estructura Fuente
Comun
Carbonos enlaces
1 10 Caproleico C10:1n-1 Lec_he de
rumiantes
ACIDOS 1 16 Palmitoleico C16:1n-7 \UECES, aceite de
GRASOS _ _pescado
1 18 Oleico C18:1n-9  Aceites vegetales
MONOIN- Grasas de
SATURADOS 1 18 Vaccinico C18:1 n-7 X
rumiantes
1 20 Gadoleico C20:1n-11  /ceitesde
pescado
1 22 Cetoleico C22:1n-11  /ceitesde
pescado
1 22 Erdcico C22:1n-9  Aceite de colza

Fuente: Mataix y Gil (2004)

2.2.2.2 Acidos Grasos Poliinsaturados (AGPI)
Los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI’s) tienen una estructura vital y roles

funcionales en todos los seres vivos incluyendo a los humanos. Estos acidos
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confieren flexibilidad, fluidez y permeabilidad selectiva a las membranas, por
consiguiente, tienen una gran importancia fisiolégica y terapéutica para el

bienestar del organismo humano. (Gong, Wan, Jiang, Hu y Huang, 2014)

Los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI’s), tienen en su estructura un grupo
polar carboxilo que se encuentra unido a una cadena hidrocarbonada que se
compone de 16 a 20 carbonos con dobles enlaces en dos 0 mas pares de carbonos

(C=C). Al ser "insaturados" son capaces de fijar mas hidrégeno. (Navas, 2010)

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI’s) Figura 6 tienen en su estructura dos
0 mas pares de atomos de carbono con dobles enlaces. Los AGPI’s mas
importantes en esta clase son los acidos linoleico y a-linolénico, los cuales son
esenciales porque no pueden ser sintetizados por organismoy por lo tanto, deben
ser obtenidos a partir de la dieta. Los PUFAS componen un sustrato facilmente
oxidable, por lo cual presentan una mayor susceptibilidad al deterioro oxidativo

a medida que aumenta el nimero de dobles enlaces en la cadena. (Ixtaina, 2010).

(o}

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\
CH OH

3

Figura 4. Estructura del &cido graso poliinsaturado mas
importante en aceites vegetales (acido linoleico)
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Tabla 5. Relacion de los principales &cidos grasos poliinsaturados (AGPI1’s)
presentes en los aceites de pescado

NC?)Tn?]f Nombre Quimico FGc’):(r)rt\)ualla
Oleico 9-octodecenoico C18H3402
Linoleico 9,12-octodecadienoico C18H3402
Linolenico 9,12,15-octadecatrienoico C18H3402
EPA 5,8,11,14,17-eicosatetraenoico C20H3002
Araquidonico 5,8,11,14-eicosatetraenoico C18H3202
DHA 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico C22H3202
Clupanodoénico  4,8,12,15,19- docosapentaenoico C22H3402

2.2.3 Acidos grasos Poliinsaturados Omega-3

Los acidos grasos poliinsaturados omega-3 resulta esencial para el hombre
porque el organismo no puede sintetizarlos, por lo tanto, es necesario tener que
obtenerlos a través de la dieta. (Pifieiro-Corrales, Lago Rivero, y Culebras-

Fernandez, 2013).

Hay dos familias de acidos grasos esenciales que necesita el organismo: los
omega-3 y los omega-6. Los AGPI’s fundamentales para el cuerpo son el acido
araquidonico, el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico

(DHA). (Valenzuela, Morales, Sanhueza, y Valenzuela, 2013)

Los &cidos grasos del tipo omega-3 forman parte de la estructura de las
neuronas, cerebro, retina y nervios periféricos. Son suplementarios y necesarios
durante la etapa fetal por la madre a través de la placenta y al nacer por la leche
materna. Ayudan a un buen desarrollo y crecimiento del tejido cerebral de los
bebés, también a combatir el cancer, para desarrollo de la vista y funciones del

tejido celular, ayudan a regular la presién sanguinea, la viscosidad de la sangre,
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combatir enfermedades cardiovasculares, trombosis, inflamaciones y artritis.

(Roldan, 2016).

Los &cidos grasos omega 3 son tipos de grasa poliinsaturada esencial al igual
que los acidos grasos omega 6 son insaturados porque carecen de dos &tomos de
hidrogeno, poseen en lugar de ello dos dtomos de carbono afiadidos. Estos
fueron descubiertos en 1982 por el investigador Ralph Holman. como resultado
de un estudio sobre la dieta diaria de los esquimales. Estudios efectuados en
Groenlandia resaltaron que la baja incidencia de infartos y enfermedades
cardiovasculares entre los esquimales de la zona, estaba estrechamente
relacionada a base de su dieta, que era muy rica en grasa animal marina ya que
contiene una elevada cantidad de acidos grasos de la clase omega 3. (Stoker y

Walker, 1991)

Hay tres moléculas calificadas como omega 3: el EPA (&cido
eicosapentaenoico) y el DHA (&cido docosahexaenoico). Estos se encuentran en
los animales especialmente pescados, mientras que el ALA (&cido alfa
linolénico) solo se encuentra en algunos vegetales (aceite de linaza, nueces,
tofu). Estas tres sustancias tienen la misma estructura molecular, pero no son

iguales; su estructura quimica se puede observar en la figura 5.
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Omega-3 fatty acids

CHy, ~— — — COOH

ALA: «-Linolenic acid C18:3 n-3

CH, — — — — — COOH

EPA: Eicosapentanoic acid C20:5 n-3

COOH

DHA: Docosahexanoic acid C22:6 n-3

Figura 5. Estructura quimica de &acidos grasos de la familia omega -3

Fuente: Kashiwagi y Huang (2012)

La fuente primaria de AGPI omega-3 es la gran diversidad de microorganismos
e invertebrados que forman el fito y zooplancton marino, estos pueden elongar
y desaturar el ALN transforméandolo a través de una sucesion de pasos
intermediarios en EPA y posteriormente en DHA, gue se transfieren via cadena
alimenticia a peces, crustaceos y mamiferos. Mientras mayor es el contenido de
grasa de estos animales, mayor es el contenido de EPA Y DHA de su carne y
del aceite que se obtiene de muchos de ellos. EI EPA se almacena
principalmente en el tejido adiposo, mientras que el 90% o mas del DHA
constituye el tejido nervioso y cerebro de estos animales, principalmente en la
forma de fosfatidil serina y fosfatidil etanolamina. De esta forma, los peces
Ilegan a constituir importantes fuentes de EPA y DHA, ya sea consumidos como
tal 0 a través de los productos de su industrializacion (principalmente, harina y

aceite). (Robalino, 2009)
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2.2.3.1 Acido Eicosapentaenoico (EPA)
Es parte de la familia de &cidos grasos omega-3 y se origina de la
prostaglandina, la cual controla la circulacion de la sangre al igual que
también otras funciones arteriales. Por otro lado, ayuda a reducir el
colesterol de baja densidad y ayuda a aumentar los niveles de colesterol
de alta densidad. Por otro lado, la prostaglandina es completamente
responsable de la produccion de plaquetas en la sangre, las cuales actian
como “parches” que ayudan a reforzar las arterias y venas que permiten la
buena circulacion de la sangre, particularmente en los pequefios capilares
del corazén, combate la trombosis y enfermedades del sistema

circulatorio. (Roldan, 2016)

2.2.3.2 Acido Docosahexaenoico (DHA)
La relevancia del acido docosahexaenoico radica porque es componente
principal de los tejidos cerebrales del hombre y de la retina de los ojos,
ademas ayuda en la transmision de impulsos nerviosos al sistema nervioso
central. Las investigaciones hechas sobre el uso de &cidos grasos de tipo
omega en la dieta humana, indican que el consumo de algun acido graso
omega en especial no es suficiente para mostrar efectos positivos a la
salud, al parecer ello se lograria por la proporcion o relacion que presentan
los contenidos de acidos grasos omega-6 respecto a los omega-3, en los

alimentos. (Valenzuela, Morales, Sanhueza y Valenzuela, 2013)

2.3 Definicion de Aceite de pescado semi-refinado
La denominacién de aceite semi-refinado consiste cuando el aceite ha sido tratado con
una solucion de sosa caustica para la eliminacion de acidos grasos libres, la cual esta
reaccion da como resultado la formacion de jabones sddicos y favorece a la coagulacion

27



de las sustancias mucilaginosas presentes. La semi-refinacion de aceite de pescado se
basa en una reaccion quimica, las industrias aceiteras comienzan este procedimiento
bombeando aceite hacia el interior de un reactor seguidamente de la adicién de una
solucion alcalina en exceso, agitando inmediatamente la mezcla, para procurar un
intrinseco contacto entre el aceite y la fase acuosa, luego la mezcla se deja en reposo
durante 2-3 horas al término de este tiempo se decanta la parte de los jabones sodicos
formados en la reaccién y en la parte superior precipita el aceite, luego se procede a
lavar con agua caliente para eliminar posibles residuos de jabones sodicos. Después del
proceso el aceite semi.refinado pasa por un proceso de blanqueo que se realiza con el
objetivo de reducir las materias colorantes y pigmentos naturales del aceite, también asi
para eliminar mucilagos en suspension no eliminados en el proceso anterior, para este
proceso de blanqueo se utilizan arcillas naturales y arcillas activadas. Para determinar
la calidad final del aceite semi-refinado se evaltian parametros basicos como: Acidos
grasos libres, indice de saponificacion, jabones, humedad y materia volatil, Impurezas
insolubles, indice de peroxido, anisidina, indice de yodo y color. Obtenido el aceite
semi-refinado se puede continuar su uso en el enriquecimiento de alimentos o

preparacion de los mismos. (Robalino, 2009)

2.3.1 Caracteristicas de Aceite de pescado semi-refinado
Es importante el conocimiento sobre la caracterizacion de los aceites de pescado

semi-refinados ya que puede determinar los usos y precio en el mercado.

Conforme a las normas de calidad que menciona la NTP 312.009:1985 (Revisada

el 2010) estas caracteristicas se indican en la Tabla 6.
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Tabla 6. Especificaciones industriales de calidad para el aceite de anchoveta

semi-refinado

Parédmetro Valor
Acidez libre expresada como &cido oleico Méx. 0.50%
Contenido de Humedad Max. 0.20%
Contenido de impurezas insolubles Maéx. 0.10%
Contenido de materia insaponificable Maéx. 1.50%
indice de Yodo (Wijs) 175-198
indice de saponificacion 186-198
Densidad a 25 °C 0.92-0.93
Color Gardner Max. 9

Fuente: NTP 312.003:1970 (Revisada el 2010)

En el Peru existen especificaciones a nivel industrial para diversos productos entre
ellos el aceite semi-refinado, las cuales son importantes analizar porque rigen las
operaciones del proceso. Una de ellas es el % de acidos grasos, indice de yodo y

color.

2.4 Proceso de Semi-refinacion de aceite crudo de pescado
La comercializacion de aceite crudo de pescado es bajo debido a la poca aceptabilidad
como alimento rico en grasa, por sus caracteristicas que son el color, aroma y gusto que

le confieren al aceite y que por lo tanto reduce su vida util.

Los factores que afectan la calidad de un aceite crudo de pescado se encuentran
principalmente desde el momento de la extraccion de la materia prima, el proceso y su

almacenamiento. (Boran, Karacam y Boran, 2006)

Para poder tener un aceite de calidad que pueda ser consumido por el ser humano de

forma directa e indirecta es necesario eliminar componentes no deseables que afectarian
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su calidad estos componentes son: fosfatidos (lecitinas), pigmentos colorantes, acidos
grasos, peroxidos, jabdn, impurezas como gomas, por lo tanto, es necesario procesos
que traten de eliminar este tipo de impurezas en el aceite crudo. (Ghazani y Marangoni,

2013)

El refinamiento de grasas se da con el fin de eliminar o reducir las sustancias extrafias
que pueden perjudicar en el sabor (acidez), color y olor del aceite crudo. (Boran,

Karacam y Boran, 2006)

Los componentes que reducen la calidad de un aceite crudo aparecen por diversos
factores comenzando desde el estado de conservacion de la materia prima ya que en
este punto se propicia la fermentacion de sus componentes, el método de extraccién
utilizado y el grado de agotamiento alcanzado en el mismo. (Ghazani y Marangoni,

2013).

El proceso de semi-refinado es una secuencia de etapas que tienen un propdsito que
llega a eliminar o reducir cada componente del aceite que sea capaz de disminuir su

calidad.
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Tabla 7. Etapas del proceso de semi-refinado

ETAPA PROPOSITO

Modificacion de fosfolipidos, traza de metales.
DESGOMADO Pigmentos, proteinas, para la extraccién en fase
acuosa.
La reduccion o eliminacion de los é&cidos
] grasos, fosfolipidos, trazas de metales.
NEUTRALIZACION

Pigmentos, azufre, compuestos insolubles de

aceite. Solubles en agua.

LAVADO Eliminacion de jabon

SECADO Evaporacion de agua

Reduccién de pigmentos. Productos de
BLANQUEO oxidacién, trazas de metales. Azufre: la

eliminacion de restos de jabon.

FILTRADO La eliminacion de tierra de blanqueo gastado.

Fuente: Campos (2017)

31



2.4.1 Desgomado
En esta fase, que también es llamada depuracion o desmucilaginacion tiene como
objetivo principal eliminar los fosfolipidos que también son llamados fosfatidos o
gomas, los procesos tradicionales tienen altas perdidas de aceite. La eliminacion de
estos componentes es importante ya que son altamente emulsionantes. (Gupta,

2017)

Las gomas normalmente estan asociadas a metales prooxidantes principalmente
hierro que disminuyen la estabilidad del producto y le atribuyen turbidez por
aparicion de precipitados, si no se realiza el desgomado durante el proceso de
desodorizacion (refinado) el aceite tendré un color mas oscuro y no tendra un buen
caracter organoléptico y estabilidad., también los fosfolipidos impiden la correcta

formacion de cristales y separacion de fases durante la fase de winterizacion.

Este proceso de desgomado se realiza adicionado acido fosforico a bajas
temperaturas, el acido tiene el efecto de precipitar y carbonizar las proteinas,
pigmentos colorantes, etc. Se necesita en esta etapa tener una buena agitacion para

evitar otras reacciones desfavorables. (Roldan, 2016)

Procedimiento mas utilizado a nivel local utiliza un tanque con agitacion mecéanica
y sistemas de vapor. El aceite crudo es calentado hasta aproximadamente 80 °C y
se mezcla con solucién de &cido citrico o fosférico (0.1% - 0.3%) con una pureza
del 85%. Las gomas lleguen a ser hidratadas (floculos) y apartadas del aceite.
Relacion 5:1, aceite: solucion, a la misma temperatura. Agitacion durante 10 a 15
minutos Durante el proceso ocurre la siguiente reaccion: Fosfatidos + Acido

Fosforico Esteres de acido Fosforico + Acido Graso. (Etienne Deffense, 2020)
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2.4.2 Neutralizado
Luego de la extraccion del aceite crudo de pescado hasta su procesamiento (semi-
refinado) sufre un cambio importante llamado hidrélisis de su componente
principal que son los triglicéridos estos se descomponen en glicerina y acidos
grasos libres estos Ultimos son los que aumentan la acidez en el aceite y las mermas

durante el semi-refinado. (Roldan, 2016)

El objetivo de este proceso es para eliminar los &cidos grasos libres del aceite, por
lo cual reduce la acidez hasta limites aceptables (0.05% AGL). Se utiliza para este
proceso una base la mas comdn en la industria es la soda caustica ya que su uso
tiene bajo costo operativo y facil preparacion. La funcion de este alcali es que

neutraliza y decolora mediante la reaccion que se da:

(0]
o) R,)LOK
N—n, OH
O 0 O
OJ\R;, + 3KOH —— R;,.)J\OK + OH
o OH
@) R,
\n/ 2 R:,)J\OK Glicerina
(@]
Grasa o aceite Mezcla de

sales de potasio
de acidos grasos

Figura 6. Reaccion quimica de neutralizacion de acidos grasos

Fuente: Regla, Vazquez Vélez, Cuervo Amaya, y Cristobal (2014)

La concentracion de soda céustica usada para neutralizar es usualmente fuerte
debido a que los acidos grasos libres son mayores que 1.5% y también debido al
efecto o accion de disolucion de la soda concentrada en los pigmentos del aceite.
Es frecuente encontrar que las unidades de la concentracién de soda para

neutralizar aceites estén dadas en: densidad (d), grados Baumé (°Be), Normalidad
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2.4.3

(N) o porcentaje en solucion (%). Es comun utilizar una de las series de
concentraciones entre 12° y 20°Be clasificadas de dos en dos grados. Es

recomendado emplear concentraciones de 12° 0 14°Be para aceites de baja acidez.

Las caracteristicas de un aceite neutro tipico, debe tener las siguientes
caracteristicas: Acidez libre: 0.1%, » Jabon: < 50 ppm, @ Humedad: < 0,1%,

Impurezas: ausencia. (Group Camar Peru SAC, 2019)

Lavado y secado:

Pasado el proceso de neutralizacion del aceite es necesario un lavado con agua
caliente a una temperatura de hasta 100 °C por medio de duchas (sistema de
regaderas) con un corto periodo de agitacion para la homogenizacion, esto ayuda a
eliminar los restos de jabén residual precipitdndolos después de un tiempo de
reposo. Para el lavado es frecuente utilizar una proporcion 5:1 de aceite:agua,
terminado el lavado se detiene la agitacion y el agua de lavado se retira por

decantacion. (Roldan, 2016)

Utilizar presion de vacio en el lavado minimiza la interaccion del aceite y el aire
que resulta en bajos indices de peroxidos, valores de anisidina y color del aceite

decolorado. (Brooks, Berbesi y Hodgson, 2013)

En la etapa de secado tiene objetivo eliminar la humedad contenida en el aceite
después de los lavados (0.5 % aprox.) se realiza calentando el aceite hasta 95- 100
°C en atmosfera de vacio. Una prueba practica de humedad en el aceite es la
presencia de espuma en la capa superior, la cual debe desaparecer cuando el aceite

este seco. (Colpex, 2019)
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2.4.4 Blanqueado o decoloracion
Las condiciones que afectan frecuentemente el color del aceite son la elevada
temperatura durante el proceso de obtencion de aceite, la alta temperatura logra la
oxidaciéon de diferentes compuestos como por ejemplo el a-tocoferol que al
oxidarse origina el croman-5,6- quinona de color pardo rojizo, por ello la finalidad
principal de esta fase es eliminar los pigmentos naturales solubles que se
encuentran presentes en el aceite como carotenos, xantofilas, clorofilas entre otras
no definidas y que son atribuidas al proceso inadecuado, oxidacién del aceite y
almacenamiento. Las coloraciones que podemos encontrar cominmente son

amarillo, anaranjado o verduzco caracteristico. (Bailey, 1961)

El blanqueamiento se realiza de muchas formas, pero la técnica mas tipica en la
industria es la decoloracion por adsorcion, en la que materiales con alta actividad
superficial, tales como tierras blanqueantes o carbon activado, retienen las
sustancias colorantes por adsorcion; otro ejemplo de blangqueo, es mediante calor y
es el mas adecuado y efectivo en carotenoides para lo cual se usa en gran escala en
combinacion con el blanqueo por adsorciéon y el proceso de desodorizacion.
(Gonzéles-Tovar, Noriega-Rodriguez, Ortega-Garcia, Gdmez-Meza y Medina-

Juarez, 2005)

Este blanqueado por adsorcion se realiza en tanques con agitacion y sistema de
secado, con frecuencia es el mismo tanque donde se realiza un lavado. Se utilizan
tierras o arcillas adsorbentes naturales o activadas, tierras activadas: 100 a 121° C

Tierras naturales: 90 a 99° C. (Roldan, 2016)

En algunos procesos de refinacion, sélo el 20% del color relacionado carotenoide

es eliminado durante el blanqueo. (Silva, Sampaio, Ceriani, Verhé, Stevens, Greyt,
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y Meirelles, 2014). El blangueo es una de las etapas de este proceso que mas genera
cambios al aceite, aqui ocurre la disminucion de tocoferoles y esteroles de manera
significativas, debido a que son més sensibles a la luz, temperatura, alcali y metales.
(Torres Gonzéles, Angulo Guerrero, Oliart Ros, & Medina Juarez, 2009).
Asimismo, durante la neutralizacién se puede llegar a reducir el valor total de
oxidacion, el cual se calcula VT=2V.P. + V.A, donde V.P. es el valor de indice de
peréxidos y V.A. es el valor de indice de anisidina, debido a la adicion de la tierra
activada, sin embargo, se debe mantener la agitacion para asi evitar la oxidacion

del aceite, el cual ocurre cuando la tierra deja de estar en suspension (Roldéan, 2016)

Plantas de procesamiento de semi-continuas son los preferidos para este
tratamiento. La filtracion eficaz para la eliminacion de la arcilla es esencial porque
las impurezas se adhieren a las particulas de arcilla que quedan en el aceite como
catalizadores de autooxidacion. La arcilla activada, fabricado por tratamiento acido
de arcilla natural, es més eficaz en el blanqueo. La arcilla activada puede causar un
aumento del contenido en acidos grasos libres del aceite decolorado. (Bonilla-

Méndez y Hoyos-Concha, 2018)

Figura 7. Proceso de cambio de color en el decolorado o blanqueado
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Recepcion de Aceite
Crudo de Pescado

Acido fosférico 98%

(2-5%)
Desgomado 3
NaOH (22-25°Be) Fosfolipidos, Proteinas,
60 °C etc.
Neutralizado v
Agua Blanda (80 °C) Soapstock
Lavado v
110-120 °C
(Vacio -0,6/ - 0,8 bar/h) Agua Jabonosa
Secado i
: . .
Tierra Activada 3% Humedad
Blanqueado
Filtrado 3
Tierra Agotada

Almacenamiento

Figura 8. Proceso de Semi-refinado de aceite crudo de pescado

Fuente: Colpex (2019)
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2.5 Enzimas Lipidicas

Las enzimas catalizan reacciones quimicas, que sea termodindmicamente posible. Estas
son de naturaleza proteica por lo cual se les denomina biocatalizadores. La mayoria de
procesos quimicos celulares utilizan enzimas o biocatalizadores. Como cualquier
enzima, las lipidicas funcionan disminuyendo la energia de activacion para una
reaccion, acelerdndose substancialmente la velocidad de la reaccion. Las enzimas
difieren de otros catalizadores por ser mas especificas, siendo su actividad afectada por
agentes ambientales como: temperatura, pH, presion y/o agentes operacionales como la
aireacion. Por otro lado, la presencia de inhibidores que disminuyen la actividad
enzimatica, obliga a trabajar habitualmente a concentraciones de substratos y productos
bajos, o que muchas veces provoca un encarecimiento de la etapa de purificacion del
producto de interés. Esto, asociado a su elevado costo y su poca estabilidad en medios
y condiciones alejadas de las fisiologicamente habituales, lleva a continuos estudios

para la optimizacion de procesos biocataliticos. (Robinson, 2015)

2.5.1 Caracteristicas generales de las enzimas lipoliticas
Una de las aplicaciones mas comunes de la biotecnologia es la produccion y
utilizacion de enzimas. Entre estas enzimas se encuentran las lipasas
(triacilglicerol éster hidrolasas EC. 3.1.1.3), que pertenecen a un grupo de
enzimas hidroliticas, cuya funcién bioldgica es catalizar la hidrélisis de
triglicéridos para obtener como productos finales acidos grasos libres y glicerol

0 sus productos intermedios como monoglicéridos y diglicéridos.
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2.5.2

2.5.3

9
N N OH

0 9
O—CW + 3H20 OH -+ 3 Ho_cw
9
0-C NN OH
Trigliceridos Glicerel Acido graso

Figura 9. Hidrdlisis de un triglicérido (R representa los acidos grasos
saturados o insaturados)

Fuente: Torres-Séaez (2014)

En el medio, las lipasas actdan en la interfase organico-acuosa y su modelo
cinético normalmente no se ajusta a las clasicas reacciones del tipo Michaelis
Menten, que, por su definicion, solo es valido para reacciones en fase
homogénea. De hecho, las reacciones lipoliticas se producen en la interfase
lipido-agua en la que los sustratos lipoliticos por lo general forman un equilibrio

entre los estados monomeérico, micelar y emulsionado. (Lascano Demera, 2018)

Actividad Lipidica

La actividad enzimatica independientemente de la especificidad del sustrato,
puede ser medida determinando la velocidad de aparicién de un producto o
desaparicion de un sustrato; en la actualidad existen diversos métodos para
establecer cualitativa o cuantitativamente la capacidad hidrolitica de las lipasas
y que dependera de factores como costo, equipos, reactivos y nivel de

sensibilidad. (Cachago, 2015)

Especificidad enzimatica
La especificidad es una de las propiedades més notables de la molécula de la
enzima y se puede definir como una diferencia comparativa de los tipos de

catélisis de ciertas reacciones (Bailey, 2005) y que pueden presentarse con
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relacion a su actividad, propiedades a nivel molecular, y estructura del sustrato.
(Cachago, 2015). Las lipasas se pueden clasificar en tres grupos basados en su
especificidad; al azar (no-regio especifica), sn-1,3-especifica (regio especifica)
hacia los TG’s, y especifica para un &cido graso determinado o una clase de
acido graso, como se observa en la figura 10; estas especificidades no se logran
en las reacciones de hidrolisis, esterificacion, o interesterificacion catalizada

guimicamente.

e Lipasas no especificas: su uso conduce a la completa ruptura de TG a
glicerol y acidos grasos libres.

e Posicional o regioespecificidad: estas lipasas tienen la capacidad de
dividir acidos grasos en las posiciones sn 1-3 del TG e hidrolizan para
proporcionar &cidos grasos libres, 1,2 o (2,3) di glicéridos y 2-
monogliceridos.

e Lipasas con respecto al acido graso: son selectivas respecto a una clase
de &cidos grasos independientemente de su posicién en la cadena
principal de glicerol, realizando una acomodacion de la cadena
carbonada del &cido graso en el centro activo de la enzima e hidrolizando

con mayor velocidad. (Gutierrez, 2000)
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OH
EOH + RCOOH + Ry;COOH + R3COOH
OH

no espedifica Glicerol Acido graso

0OCOR, OH
Lipasa sn-1,3 especifica
OCOR;, — o EOCDR; + RCOOH + Ry;COOH

0OCOR; OH
Tri ;JL'ill_(]'Lccm] 2-Monoaci lgliu:ml Acido graso
Lipasa
(R2CO0H) dcido graso
EOH + R;COOH
OCOR;
Acido graso

1.3-Diacilglicerol

Figura 10. Regioespecificidad de las lipasas.
Fuente: Bailey (2005)

2.6 Concentracion de Acidos Grasos Poliinsaturados por hidrolisis enzimética
2.6.1 Reaccion de hidrolisis enzimatica
Los procesos tradicionalmente empleados para la produccion de acidos grasos
son los quimicos y enzimaticos; los procesos quimicos se desarrollan bajo
condiciones de temperaturas y presiones elevadas con diferentes tiempos de
reaccién obteniendo productos muy variados en naturaleza y pureza (Salimon,
Mudhaffar Abdullah y Salih, 2011), por ejemplo en la hidrolisis alcalina,
empleado condiciones de reaccion suaves (70-100 °C), el producto adquiere olor
y color no deseado; mientras en procesos continuos utilizando una elevada
presion (5000 kPa) y temperatura entre 250-360 °C, puede conllevar a una
posible desnaturalizacion de acidos grasos (Goswani, De, y Basu, 2012); en
comparacion con la hidrolisis catalizada por lipasa, esta posee claras ventajas

con una excelente pureza del producto y condiciones de proceso leve.
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Las enzimas se consideran catalizadores naturales. Las lipasas son triacilglicerol
hidrolasas. Todas ellas comparten un mismo sitio activo (Gly-Xaa-Ser-Xaa-
Gly). Actlan en enlaces éster carboxilicos catalizando la hidrolisis de ésteres
formados por glicerol y acidos grasos de cadena larga (Figura 11). También
catalizan reacciones de esterificacion, interesterificacion, acidolisis, alcoholisis
y aminolisis. Son enzimas que muestran buena quimioselectividad,
regioselectividad y enantioselectividad. Se trata de enzimas muy versatiles cuyo

uso se ha incrementado notablemente en los Gltimos afios.

0
ﬁ R tl'.IZ OH
CH,-0—C—R LHa—OH
'il'-ll LIPASA i
CH—O—C—R' + 3H2\D R'—C—0OH + CH—OH
| I -
CH,—0—C—R" R*—C—OH i
Ester Acidos grasos Glicerol

Figura 11. Accion catalitica de las lipasas. Un triglicérido puede
hidrolizarse en glicerol y acidos grasos.

Fuente: Rivas (2015)

La lipasa de candida rugosa, candida cylindracea (CCL), mucor javanicus y
aspergillus niger pueden usarse para concentrar los PUFA n-3, como lo
describen en diversas investigaciones. (Kahveci y Xu, 2011).

Esto se debe a que su lipasa hidroliza el EPA y el DHA a una tasa menor en
comparacion con los &cidos grasos de cadena relativamente lineal. Finalmente,
el concentrado de PUFA n-3 (principalmente como acilglicéridos) de la
hidrdlisis catalizada por lipasa se puede usar en diversas industrias alimentarias
sin procesos quimicos 0 enzimaticos adicionales. Por lo tanto, esta técnica
reduce el uso de productos quimicos y solventes.
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2.6.2

La preferencia de la lipasa por los componentes de acidos grasos es de orden

decreciente: acido palmitoleico >acido oleico>= acido palmitico >acido

estedrico>EPA >DHA. (Hosseini, Ghorbani, Madhi Jafari, & Sadeghi Alireza,

2018)

Factores que afectan las reacciones catalizadas por lipasa

Las variables en el proceso de hidrolisis tales como la concentracion de agua,

temperatura de reaccion, el pH, tipo disolvente y sistemas de inmovilizacién,

tienen una marcada influencia en el rendimiento de la reaccion con efectos

significativos respecto la actividad enzimética. (Goswani, et al., 2012)

Contenido de agua: El agua desempefia diferentes funciones en las
reacciones catalizadas por enzimas. Se requiere un cierto nivel de agua en
el medio de reaccion para mantener una capa de agua alrededor de la
molécula de enzima y mantener su actividad (estado conformacional
tridimensional activo). ElI agua también contribuye a la integridad
estructural, la polaridad sitio activo, y la estabilidad de la proteina. (Bailey,
2005)

Temperatura: Un aumento de la temperatura puede generar también un
incremento en la velocidad de reaccién, sin embargo, cuando esta sobrepasa
un cierto valor, puede alterar la conformacion molecular de la lipasa y la
estabilidad de su estructura secundaria, terciaria y cuaternaria (Goswani, et
al., 2012); por ende, el aumento de su actividad se vera comprometida por
el efecto de la desnaturalizacion térmica a elevadas temperaturas
impidiendo su accion catalitica.

Efecto de pH: Generalmente cada enzima es cataliticamente activo s6lo en

un rango de pH, las variaciones extremas de pH pueden afectar su estructura
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y por lo tanto cambiar su conformacion y actividad, sin embargo. En este
estudio situaciones extremas de pH no se aplican, ya que escala industrial
sus condiciones de pH son controladas alrededor de 6.5-6.8 que son valores
tomados del agua que se afadira para el proceso de hidrolisis. Se ha
demostrado que el empleo de diferentes disolventes organicos debido a su
polaridad, afecta también a las reacciones catalizadas por lipasa; a pesar de
estos antecedentes existe razones por el cual no se toma en cuenta en este
estudio:

1. Al tratarse de un proceso que estara destinado a la elaboracién de

producto de consumo humano.
2. La ausencia de disolvente facilita el procesamiento de aguas y

ahorro de costes significativos en la eliminacion del disolvente.

2.6.3 Hibernacion de aceite hidrolizado
Muchos estudios proponen que luego de la hidrolisis enzimatica del aceite de
pescado se apliquen otros procesos adicionales para lograr la concentracion de
AGPI omega -3 como fraccionamiento por fluidos supercriticos (FFSC),
fraccionamiento por cromatografia, formacion de complejos con Urea, filtracion
por membranas e hibernacion de aceite (Magallanes, Tarditto, Grosso,
Pramparo y Maria, 2019). En esta investigacion la hibernacion es uno de los
métodos mas adecuados a ser aplicado para lograr concentrados de AGPI
omega-3, dado a que este proceso involucra la cristalizacion parcial del aceite
(componentes saturados) logrando un enfriamiento controlado, seguido de una
filtracion. El objetivo principal es la separacion de los acidos grasos saturados
liberados durante la hidrdlisis, esta separacion se logra por la diferencia del

punto de fusidn de los diversos acidos grasos, este punto de fusion se encuentra
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en funcion principalmente de la longitud de la cadena y el grado de
insaturaciones que posean los acidos grasos. (Bonilla-Méndez y Hoyos-Concha,

2018).

2.7 Paréametros de calidad

“Existe un gran nimero de analisis para evaluar las caracteristicas fisicas y quimicas de

las grasas; los resultados ofrecen informacion sobre la naturaleza, el origen y el posible

comportamiento de las grasas en diferentes condiciones de almacenamiento y

procesamiento”. (Bailey, 2005)

2.7.1

2.7.2

2.7.3

Humedad

Es un pardmetro que puede indicar la limpieza de equipos y tanques en los que
el aceite se almacena y/o transporta, estos deben estar limpios y secos antes de
uso. La presencia de agua facilita la descomposicién de las grasas en acidos
grasos generalmente a temperaturas elevadas, esta hidrdlisis también es

promovida por la accion de determinados microorganismos (AOCS, 2009)

Punto de fusion

Es la temperatura en que la fase sélida cambia a la liquida (Badui Dergal, 2006),
el punto de fusion en los acidos grasos aumenta con la longitud de la cadena y
disminuyen con el aumento de insaturaciones, esta disminucion se debe al
doblamiento de la cadena en el doble enlace ya que no se pueden empaquetar

juntas en un estado solido (Wade, 2004).

indice de peroxido
Indica la cantidad de oxigeno de la grasa unido en forma de peroxido, el indice
de peroxido muestra el estado de oxidacién de la grasa o aceite permitiendo

establecer el estado de descomposicion. Se define como los miliequivalentes de
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2.74

2.1.5

peréxido por kilogramo de grasa (mEg/kg) (Nielsen, 2009) cuantificado con

reacciones de coloracion.

El indice de acidez
Es un parametro que establece el contenido de &cidos libres presentes en las
grasas Yy aceites, en cuestion de la calidad permite medir la posible alteracién

debido a lipasas por efecto de la luz y el calor. (AOCS, 2009)

indice de saponificacion

Es un parametro que establece la cantidad de acidos grasos libres y ligados
contenidos en una grasa y transformados a jabones por saponificacion (figura
18); esto es medido por la cantidad de KOH empleados para la hidrélisis de
grasa. El indice de saponificacion esta relacionado inversamente proporcional
a la longitud de los &cidos grasos constituyentes de los glicéridos de la grasa.
El método es aplicable solo a aceites y grasas que tengan un contenido de ceras

no superior al 5%. (Serpa, Echeverri, Lezcano, Vélez, Rios y Hincapié, 2014)

El indice de saponificacion es inversamente proporcional al peso molecular

promedio de los &cidos grasos.

En quimica, se define el indice de saponificacion de una grasa, como el nimero
que indica la cantidad en miligramos de hidréxido de potasio, necesaria para
saponificar por completo un gramo de esa grasa. (Al-Hamamre, Foerster,

Hartmann, Kroger y Kaltschmitt, 2012)

2.7.6 Cromatografia de gases

La cromatografia en general es un método fisico analitico, cuyo objetivo es
separar distintos componentes presentes en una mezcla compleja permitiendo

caracterizarlos. En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se
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desplaza con una fase movil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido
supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase estacionaria con
la que es inmiscible, y que se fija a una columna o una superficie sélida.
(Czaplicki, 2013)
Los diferentes tipos de cromatografia se clasifican por el tipo de fase movil:

« Cromatografia de Liquidos (LC)

« Cromatografia de Gases (CG)

» Cromatografia de Fluidos Supercriticos (SLC)

En la CG, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica. La elucidon se produce por el flujo de una fase movil de un gas
inerte. A diferencia de otros tipos de cromatografia la fase movil no interacciona
con las moléculas del analito. (Skoog, 2001)

En el anélisis de grasas y aceites la CG consiste en la introduccion al puerto de
inyeccion de ésteres metilicos, que se vaporizan y transportan por un gas inerte
a través de la columna con el liquido de reparto que presenta solubilidad
selectiva con los componentes de la muestra ocasionando su separacion.

Los componentes que fluyen de la columna pasan uno a uno por el detector, el
cual genera una sefial eléctrica proporcional, la que es transformada por el
integrador en una gréfica de la sefial obtenida contra tiempo llamada

cromatograma. (Norma Mexicana NMX-F-017-SCFI, 2011).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se describe el lugar de ejecucidn, materiales y metodologia para la realizacion

del presente trabajo de investigacion.

3.1 Lugar de Ejecucion
Para lograr la ejecucion del presente trabajo de investigacion se utilizaron las siguientes

instalaciones de la Universidad Nacional del Santa:

e Laboratorio de Quimica Organica de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial.

e Instituto de Investigacion Tecnoldgica Agroindustrial

También para la realizacion de andlisis especializados como determinacion de acidos

grasos se prestaron los siguientes laboratorios:

e Laboratorio de analisis fisicoquimico de la empresa ABBSER SAC; Ancash,
Chimbote.
e Laboratorio de analisis fisicoquimico de la empresa Group Camar Per( SAC;

Ancash, Chimbote.

3.2 Materiales, equipos e instrumentos

a. Materia prima

El aceite de pescado semi-refinado de anchoveta fue proporcionado por la empresa

COLPEX en el mes de febrero del afio 2020.
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b. Enzima

C.

La lipasa comercial AY “Amano” 30 SD fue adquirida de la empresa AMANO

ENZYME, enzima aislada de la candida cylindracea.

Especificaciones:

Actividad lipidica : 30 000 u/g

pH :3.0-80
Temperatura (°C) :40-50
Reactivos

— Etanol (96%)

— Hidrdxido de Sodio (NaOH)
— Fenolftaleina

— Solucion Hanus

— Yoduro de Potasio (KI)

— Cloroformo (CH3Cls)

— Almidon

— Tiosulfato de Sodio

— Hexano

— Acido Acético Glacial (CH3COOH)
— p-anisidina (CH30.CsHa.NH>)
— Trifloruro de boro

— Metanol (CH3OH)

— Cloruro de Sodio

— Isooctano (CgHas)
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d.

Nitrégeno (gas)

Instrumentos

Bureta de 10 mL

Pipeta de 10 mL.

Matraz Erlenmeyer de 100 mL.
Vaso de precipitacion de 300mL.
Estufa.

Bureta de 25 mL.

Pipeta volumétrica de 10 mL y 25 mL.

Matraz Erlenmeyer de 250 mL con tapa esmerilada.

Probeta de 100 mL

Espectrofotometro y celdas de cuarzo
Celdas de cuarzo de 1 cm de espesor.
Balanza analitica con 0.0001 g de precision.
Fiolas de 25 mL.

Pipetasde 1 mL y 5 mL.

Tubos de ensayo

Bafio Maria de Temperatura constante

Fuente de nitrogeno seco, con valvula reguladora.

Campana extractora.
Tubos de vidrio con tapa rosca.
Viales de 2 mL, y septas.

Pipetas Pasteur
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e.

Equipos

— Agitador de Tubos: Barnstead Thermolyne M37615

— Agitador Magnético: Thermolyne Nuova Il Stirrer S18520-26

(estadounidense)

— Balanza Analitica: Prease Gravimetrics AG 221LX

— Balanza Digital: Precisa XB-320M

— Bafio Maria: LAUDA ALPHA A 12 (alemana)

— Minirreactor: vaso de 500 mL

— Centrifuga: P-selecta 209

— Centrifuga: Sigma Sartorius 2-16PK

— Espectrofotometro UV/VISIBLE: GENESYS 10S VS Thermo Scientific

(estadounidense)

— Estu

fa Eléctrica: P-selecta 209

— pH metro: Orion Star A211 Thermo Scientific (estadounidense)

— Refrigerador

— Cromatdgrafo de Gases: TRACE 1300 GC- Thermo Scientific

(estadounidense)

o O O O

Detector de lonizacién de Flama (FID).

Sistema de inyeccidn para columna capilar Split.

Horno de columna.

Columna para cromatografia: Silica fundida, 100 m x 0.25 mmid (0 0.32
mm), recubierta de una pelicula de fase liquida de Polietilenglicol, en
base de Carbowax 20M.
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3.3 Métodos
3.3.1 Determinacion de la actividad lipidica
La actividad lipidica de la enzima AY AMANO 30 SD, se determin6 siguiendo
el método de ensayo para lipasas a pH 7.0, empleado por el proveedor AMANO
ENZYME (2019), usando como sustrato emulsion de aceite de oliva con una

solucion al 2% de un polimero sintético soluble en agua.

El método para medir la formacion de productos (acidos grasos libres) en la
hidrolisis, se realizé titrimétricamente, usando el método descrito por Camacho
T. (2014), titulando con una de base de Hidréxido de sodio (NaOH 0.05N) para

determinar el grado de acidez en el aceite.

Una unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de enzima requerida
para liberar 1 umol de &cidos grasos libres por minuto. A continuacién, se

presenta el esquema de trabajo empleado:

10 mL de Dilucién enzimatica

40 mL de Buffer 50 mL_ (,je
emulsion

Figura 12. Esquema de trabajo en minireactor

Antes de la hidrdlisis enzimatica se prepararon las siguientes condiciones:

52



A. Preparacién de Solucion PVA al 2%
Para la preparacion del sustrato fue necesario antes preparar una solucion
de alcohol polivinilico 100% hidrolizado al 2% de concentracion.
- Se pesd 5 g de alcohol polivinilico completamente hidrolizado y se
disolvié en 200 mL de agua caliente (70 — 80°C).
- Luego se dejo enfriar a 25 °C y se afor6 a 250 mL.
- Finalmente se filtr6 con algod6n para obtener la solucion PVA al

2%.

B. Preparacion de la emulsion (sustrato)
Para la preparacion de la emulsion se utilizé como sustrato el aceite de
oliva extra virgen comercial.
- Se licud 225 mL de la solucion PVA al 2% y 75 mL de aceite de
oliva extra virgen.
- Se licuo esta emulsion durante 3 minutos y 20 segundos y se dejo
reposar el mismo tiempo, esto se repitio6 tres tiempos.
- Se dejo enfriar a 10 °C y reposo6 durante 1 hora.
- La emulsion estuvo lista para usar al momento que no se separe en
dos fases, debe ser totalmente homogénea.
C. Preparacion de la enzima
Para hallar la actividad enzimatica se trabajé con tres diluciones 1:6000,
1:7000 y 1:8000.
- Sedisolvié 1 g de enzima en 100 mL de agua destilada
- Se tomd 1 mL de soluciéon y se diluyd en 59, 69 y 79 mL
respectivamente.
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. Preparacion de tampon citrato fosfato

Se peso6 0.40258 g de acido citrico y se diluyd en 100 mL.

Se pesd 0.89625 g de fosfato de sodio dibasico y se diluyd en 100
mL.

Para preparar el tampon a pH 7.0 se utiliz6 6.50 mL de solucion de
acido citrico y 43.50 mL de solucion de fosfato de sodio dibasico y
se diluy6 en 100 mL.

Para regular el pH del tampdn se utilizé &cido ortofosforico o

Hidroxido de sodio al 0.1 N.

. Hidrélisis Enzimatica

Para la determinacion de la actividad se utiliz6 un mini reactor donde
se llevo a cabo la hidrdlisis para dilucion enzimatica.

Se agreg6 50 mL de emulsion y 40 mL de tampon citrato fosfato a
pH 7.0, se calent6 a 37 °C £ 0.5 durante 5 minutos.

Luego se agregé 10 mL de enzima en dilucién (1:6000, 1:7000 y
1:8000)

Se sac6 muestras de 10 mL cada 5 minutos durante un periodo de
reaccion de 45 minutos

Se detuvo la reaccion de cada muestra extraida con una solucion de
10 mL de acetona con etanol en relacion 1:1 y se agitd
enérgicamente.

se titulé cada muestra con NaOH al 0.05 N, para hallar la cantidad

generada de &cidos grasos carboxilicos libres.
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Figura 13. Titulacion con NaOH al 0.05N las muestras de hidrolisis
enzimatica
F. Actividad Enzimética
Se muestra a continuacion la ecuacion (1) y (2) a emplear para hallar la

actividad enzimética:

umol 4cidos grasos [gasto ml (muestra — blanco)]
ml muestra " Volumen muestra a titular

x N x 1000 (1)

umol acidos grasos
ml muestra * min
Vol.muestra X dilucion

pendiente ( ) X 1000

)

Actividad Lipidica (?) =

Donde:

Volumen de muestra= 10 mL muestra + 10 mL solucion de acetona:
etanol

Dilucion = 1/6000, 1/7000 y 1/8000
Pendiente= tendencia lineal en las diluciones 1:6000, 1:7000 y 1:8000
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3.3.2 Determinacion de los parametros cinéticos
La seleccion del modelo para hallar la cinética enzimatica en la hidrélisis de
aceite se basé en el modelo de Michaelis-Menten catalizado por una enzima con
un unico sustrato. De acuerdo al modelo dado por Michaelis-Menten, la
velocidad de reaccion se puede determinar para reacciones catalizadas por
enzimas mediante la ecuacion (3):

__ Vmax x[S] 3)
 Km+[S]

Donde:

V= velocidad de reaccion (gramos Ac. Grasos libres formados/ gramos

muestra*minuto)

Km= Constante de Michaelis-Menten (gramos Ac. Grasos libres

formados/ minuto)
[S] = Concentracion de sustrato (gramos de aceite)

Los parametros cinéticos (Km y Vmaéx.) se pueden determinar segun la curva
de regresion lineal presentada por Lineweaver y Burk, (1934) que se presenta

en la ecuacion (4):

(4)

56



Al graficar las inversas de la ecuacion de Lineweaver y Burk 1/V y 1/[S],
obtendremos la pendiente de esta curva que nos proporciona los valores de

Km/Vmax y €l intercepto nos da 1/Vmax.

La metodologia experimental empleada para hallar los parametros cinéticos de

la enzima fue la siguiente:

1.Se us6 emulsion de aceite de oliva como sustrato, en los intervalos de
concentracion de 137.40 g/L — 251.90 g/L, para la reaccion se utilizo una
dilucién enzimatica 1:7000 de AY AMANO 30 SD.

2.Para hallar los parametros cinéticos se trabajé con una emulsion con 50 % de
grasa, solucién PVA al 2% y aceite de oliva 1:1.

3.Se realizaron 8 experiencias usando una concentracion diferente de sustrato.

Las cuales fueron desde 137.40 g/L de grasa hasta 274.80 g/L de aceite.

Tabla 8. Preparacion de concentracion de sustrato para
determinar los parametros cinéticos ‘Km’ y ‘Vmax’

Concentracion

#Experiencia Emulsion (mL) Buffer (mL)

[So] g/L
1 137.40 15.00 30.00
2 160.30 17.50 27.50
3 183.20 20.00 25.00
4 206.10 22.50 22.50
5 229.00 25.00 20.00
6 251.90 27.50 17.50

Emulsion (mL): 50% de sustrato (aceite de oliva) y 50% de solucién PVA%
Buffer (mL): Tampon citrato-fosfato pH 7.00 Buffer (mL):

Reaccion total 50 mL

4.Se preparé cada experimento segun lo que indica el cuadro para cada uno. La

mezcla se calent6 en bafio maria a 37 °C durante 5 minutos.

57



3.3.3

3.34

3.3.5

5.Después del periodo de calentamiento, se afiadio 5 mL de enzima de la
solucion enzimatica 1:7000 a cada experimento y se dejo reaccionar por un
tiempo de 30 minutos.

6. Después de este periodo de tiempo de reaccion, se sacd 5 mL de muestra y
se detuvo la reaccion con 5 mL una mezcla de acetona y etanol 1:1, se agregd
indicador fenolftaleina 2 gotas y luego se procedio a titular para hallar la

cantidad de acidos grasos libres.

Determinacion del efecto de la temperatura en la actividad lipidica

La determinacién del efecto de la temperatura en la actividad lipidica se
determind mediante la metodologia descrita por Gentili, Curini, Cernia, D'
Ascenzo (1996), usando la lipasa aislada de Candida Cylindracea, trabajando
en el rango de temperaturas (35 — 80)°C a pH 7.00 por 30 minutos, analizando
la actividad lipidica por el método titrimétrico de acidos carboxilicos libres

liberados en la hidrdlisis descrita por Camacho (2014).

Determinacion de la estabilidad térmica

Se determing la estabilidad térmica de la enzima AY AMANO 30 SD
influenciada por la temperatura, incubando la enzima a pH 7.00 en un rango de
temperaturas y midiendo la actividad después de 1 hora de incubacion con la
metodologia descrita por Mohd Hussin, Attan, y Wahab, (2020). Las
temperaturas de incubacion fueron la siguientes: 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70 y 80

°C.

Determinacion de la inactivacion Térmica
La cinética de inactivacion térmica se calculd incubando la dilucién enzimatica

preparada 1:7000 a las siguientes temperaturas: 60 °C, 70°C y 80°C por 1 hora,
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siguiendo la metodologia descrita por Escorcia, et al. (2011). En esta
investigacion se determind la actividad residual a condiciones 6ptimas (50°C,

pH 7.00) por 30 minutos (AMANO ENZYME, 2020).

La constante de inactivaciéon (Kd) y tiempo de vida media (t 12) se calcularon
segun la siguiente ecuacion (5) de primer orden:

In(2)

tl/Z = kd (5)

Donde:

Kg=constante de inactivacion
tyo= tiempo de vida media

Para hallar la actividad en funcién del tiempo se utilizara la siguiente ecuacion
(6) lineal, la cual, se graficara para obtener la pendiente que nos dara el valor

de k:

4]

a,)

= —kdt (6)
Los valores resultaran, graficando Ln (actividad final /actividad inicial) vs.
Tiempo de inactivacion (min).

Donde:

Kd=pendiente;
t 1/2 = Ln (2)/Kd.
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3.3.6 Determinacion de analisis fisicoguimico del aceite semi-refinado de
anchoveta
A. Indice de Acidez en aceite de pescado
La determinacion del indice de acidez se realizé segin el Método NTP
209.005:1968 (revisada el 2016), el cual mide el grado de acidez de un aceite,
también llamada acidez libre siendo el contenido de acidos grasos libres
presentes en el aceite, expresados en tanto por ciento en peso de acido oleico,

el mayoritario en el aceite de pescado.

Expresion de resultados en la ecuacion (7):

G(mL) X N x0.282 X FC
(mL) % 100 (7)
Wm

%FFA =
Dénde:
G =Volumen gastado en la titulacion de NaOH
N = Normalidad del Hidréxido de Sodio (0.25)
Wm= peso de muestra (g)
FC = Factor de correccion (NREAL/NTEORICA)

B. Determinacion de humedad y materia volatil

La humedad del aceite semi-refinado de anchoveta se determind por estufa y
diferencia de pesos de acuerdo al método NTP 209.004:1968 (revisada el

2016).
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Expresion de resultados en la ecuacion (8):

1

M, — M, (8)
M X 100

1

%HMV =

Donde:

%HMV= % de humedad y material volatil

M1= Masa inicial de la muestra

Mo= Masa de muestra sin humedad y materia volatil

C. Determinacion del indice de saponificacion
El indice de saponificacion viene a ser el peso de miligramos de KOH
(hidréxido de potasio) necesario para saponificar 1 gramo de grasa, se

determind de acuerdo a la técnica de la NTP 209.058:1980 (revisada el 2016).
Expresion de resultados en la ecuacion (9):

56,1 X N(V—V") )

I1.S.
5 P

Donde:

I.S.= mg de KOH/g (aceite)

V= Volumen en ml de solucién de HCI 0.5 N utilizados en la prueba en

blanco.

V” = Volumen en ml de soluciéon HCL 0,5 N utilizados en el ensayo.

N = Normalidad exacta de la solucion de acido clorhidrico utilizado

P = Peso en gramos del aceite.
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D. Determinacién de indice de yodo

Es la medida del grado de instauracion de los aceites y grasas, a medida que
aumentan los dobles enlaces en un acido graso aumenta también el indice de
Yodo, este método se determind siguiendo la norma del Método Oficial

A.0.A.C. 920. 158.

Expresion de resultados en la ecuacion (10):

Wm

Indice de Yodo =

Dénde:

VB = Volumen gastado por el blanco en ml.

VG = Volumen gastado de tiosulfato de sodio en la muestra ml.

N = Normalidad corregida de tiosulfato de sodio.

12.69 = Mili equivalente del Yodo x 100

Wm = Peso de la muestra en g.

E. Determinacién de indice de anisidina
Por convencion el indice de anisidina, se define como 100 veces la absorbancia
de una solucion, que es el producto de la reaccion entre 1 g de aceite o grasa

en 100 ml de una mezcla de solventes y el reactivo de anisidina. La medicion
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se realiza a través de una celda de 1 cm de paso de luz. Este analisis se

determiné teniendo referencia a la 1SO 6885:2006.

Expresion de resultados en la ecuacion (11):

25 X (1.2 X As X Ab) (11)
Wm

indice de Anisidina =

Dénde:

As = Es la diferencia de la absorbancia medida entre la solucién de grasa

después de la reaccion con anisidina y el blanco.

Ab = Es la diferencia de la absorbancia medida entre la solucion de grasa

y el blanco.
Wm = Peso de la muestra en g.

F. Determinacién de acidos grasos (AOAC — Official Method 969.33-
Fatty Acids in oil and Fats)

Este método estd designado a determinar la composicion de acidos grasos
marinos y sus respectivos ésteres en valores relativos (area %) y en valores
absolutos (mg/g) de acido Eicosapentanoico (EPA) y Docosahexanoico
(DHA), usando un enlace poliglicol en fase liquida y una columna flexible de
silica. El acido graso C23:0 es usado como un patron interno. Este analisis se
realizd de acuerdo al método AOAC — Official Method 969.33- Fatty Acids in

oil and Fats.
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3.3.7 Hidrolisis Enzimatica
La reaccion de hidrolisis de realizé en un minireactor de 500 mL donde se
agregaron 200 g de aceite semi-refinado, 200 g de agua y lipasa cerrado
herméticamente con una tapa e incubados en un bafio maria termorregulador, la
agitacion fija a 160 RPM con una pastilla de agitacion magnética dentro del

minireactor.

La temperatura, concentracion de enzima y el tiempo de hidrolisis se fijaron
bajo condiciones que se establecieron en el disefio experimental, mientras que
la dilucidn 1:1 respecto al sustrato agua-aceite y el pH 7.00 se estableci6 por la

literatura.

Finalizado el tiempo de la reaccion planteada para cada experiencia, se retir6 el
aceite hidrolizado en tubos conicos de 15 mL para su centrifugacion vy
separacion por diferencia de densidad del sustrato agua-aceite. Se centrifugd por

10 minutos a 5000 rpm.

Después de haber separado el agua y el aceite hidrolizado se midié el grado de
hidro6lisis de la reaccion con la determinacion de la fraccién de acidos grasos

libres (%FFA)

El disefio DCCR, presentado en la Tabla 9, fue utilizado para estudiar los efectos
de las variables: Temperatura, tiempo de reaccion, concentracion de enzima y

% Grado de Hidrolisis.
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3.3.7.1 Mecanismo de Reaccion

La hidrdlisis de los triglicéridos catalizada por la lipasa aislada de la Candida
Cylindracea, es una reaccion compleja que implica la formacion de numerosos
grupos (mono-, di-, y triglicéridos) y se lleva a cabo por etapas consecutivas y
reversibles. Esta reaccion compleja hace que sea dificil obtener una ecuacién de
velocidad adecuada para la descripcion de este fenémeno. (Bhandari, Chaurasia
y Singh, 2017). Por lo general, las diversas etapas de la reaccion que son la
hidrolisis de mono-, di-, y triglicéridos se pueden agrupar juntos con el fin de

simplificar el analisis cinético:
Triglicérido + 3H.0« glicerol + 3 Acidos grasos

La estructura del centro activo de la lipasa, cuya resolucion a alta estructuras
tridimensionales se han determinado, reveld una triada catalitica de subcentros
Ser-His-Glu para Candida rugosa comUnmente antes conocida como Candida
cylindracea la cual también tiene una triada catalitica de subcentros como lo
manifiesta Gentili, et al. (1996), que estan implicados en la union del sustrato y

en la ruptura de los enlaces éster.
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3.3.7.2 Procedimiento experimental
En la siguiente figura 14, se detalla esquematicamente las etapas que
comprenden el proceso de obtencion de aceite semi-refinado concentrado de

anchoveta por accién enzimatica, asi como los andlisis que se realizaron como

parte del estudio.

Figura 14. Diagrama de Flujo del Proceso Experimental
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Tabla 9. Niveles de las variables independientes usados en el disefio Compuesto Central
Rotacional (DCCR)

Niveles
Variables
Independientes -1.68 -1 0 1 1.68
Temperatura (°C) 40 42 45 48 50
Concentracion de Enzima 200 261 350 439 500
(U/mL)
Tiempo de hidrolisis (Horas) 12 19 30 41 48

Tabla 10. Ensayos del disefio experimental Compuesto Central Rotacional (DCCR),
variando concentracion de enzima [E], tiempo (t) y temperatura (T)

Variables independientes

N° Ensayo Codificado Real

[E] t T [E] t T

U/mL Horas °C U/mL Horas °C

1 -1 -1 -1 261 19 42
2 1 -1 -1 439 19 42
3 -1 1 -1 261 41 42
4 1 1 -1 439 41 42
5 -1 -1 1 261 19 48
6 1 -1 1 439 19 48
7 -1 1 1 261 41 48
8 1 1 1 439 41 48
9 -1.68 0 0 200 30 45
10 1.68 0 0 500 30 45
11 0 -1.68 0 350 12 45
12 0 1.68 0 350 48 45
13 0 0 -1.68 350 30 40
14 0 0 1.68 350 30 50
15 0 0 0 350 30 45
16 0 0 0 350 30 45
17 0 0 0 350 30 45
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En latabla 10 se muestran los valores que fueron utilizados en el planeamiento, utilizando
la mejor alternativa para tres variables el Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR)

donde se consideraron los puntos axiales y centrales (Rodriguez y Lemma, 2005),

Segun las variables (Tabla 12):

Independientes: Temperatura, Concentracion de enzima y tiempo de hidrdlisis.

Dependientes: %Grado de hidrolisis

3.3.8 Determinacion del grado de hidrdlisis
La determinacion del grado de hidrolisis serd a base de la cuantificacion
porcentual de la fraccion de acidos grasos libres, valorados con NaOH 0.025 N
usando el método NTP 209.005:1968 (revisada el 2016) y para hallar el grado
de saponificacion se tomara el método la NTP 209.058:1980 (revisada el 2016),

luego de la hidrdlisis del aceite. (Bhandari, Chaurasia y Singh, 2017)

Para calcular y expresarlo como % de hidrolisis se utilizo la siguiente ecuacion

(12):

o Acidez (Aceite hidrolizado) — Acidez (Aceite original) (12)
%Hidrolisis = ——— - — - - — x100
Grado de Saponificacion (aceite original) — Acidez (Aceite original)

De esta ecuacién podremos obtener los acidos grasos hidrolizados sobre el
indice Ester (indice de saponificacién — el indice de acidez) lo que permite
obtener una mejor aproximacion del peso molecular promedio de los

triglicéridos de una grasa.
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3.3.9 Obtencidn de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) n-3
Para la obtencién de acidos grasos poliinsaturados se trabajara con el punto
optimo del disefio estadistico, se replicard experimentalmente y luego se

realizara la separacion agua:aceite para obtener la muestra hidrolizada.

- Primera etapa de enfriamiento: Para la hibernacion del aceite
hidrolizado, se enfriara de 25°C hasta 5°C por una hora.

- Segunda etapa de enfriamiento: Se usard un solvente orgénico
(hexano al 40%) con el objetivo de incrementar la velocidad de
transferencia de masa y cristalizacion de las fracciones de acidos
grasos saturados, se llevara hasta -5°C en cuatro horas.

- Tercera etapa de enframiento: Se mantendra a -5°C por cuatro horas

- Filtracion: Se lograra filtrar los &cidos grasos saturados a -5°C con

la ayuda de una jeringa y malla de algodén.

= N N w
[8)] o (&3] o

Temperatura (°C)
=)

o

-10
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (horas)

Figura 15. Curva de enfriamiento para la separacion de Acidos grasos saturados

Fuente: Bernardini (1991)
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Composicion fisicoquimica del aceite semi-refinado de anchoveta
La composicion fisico quimica del aceite semi-refinado de anchoveta se detalla en la

siguiente tabla.

Tabla 11. Composicién Fisico quimica del aceite semi-refinado de anchoveta

Media * desviacidn

Analisis estandar
Acidez % 0.130 *0.020
Impurezas Soélidas % <0.01
Humedad % 0.017 £0.004
Estearina % <0.01
indice de Anisidina 11.29 +0.318
indice de Yodo 187.15 + 0.569

Segun el codex STAN 329-2017 adoptado el 2017 para aceite de pescado para consumo
humano directo, fija los siguientes parametros para aceite acidez < 3 mg KOH/g y
anisidina < 20, por lo cual el aceite semi-refinado se encuentra dentro del rango

establecido por esta norma.

En el caso del indice de Yodo segun laNTP 312.003:1970 (Revisada el 2010) menciona
que el aceite de anchoveta semi-refinado debe estar en un intervalo de 175 — 196, por
lo cual el aceite semi-refinado en este estudio también se mantiene en el rango debido
a que el proceso de semi-refinado del aceite de pescado no sufre cambios bruscos en el
proceso por no usar altas temperaturas, lo que evita la degradacion de Acidos grasos
poliinsaturados que estan relacionados con la insaturacion del aceite y directamente con

la medida de este parametros.
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Tabla 12. Composicidn de acidos grasos del aceite semi-refinado de anchoveta antes del
proceso de hidrolisis enzimatica

Nombre comun del acido

Abreviatura %
graso
C14:0 Acido miristico 8.29
C16:0 Acido palmitico 18.09
C18:0 Acido estearico 3.68
C20:0 Acido araquidico 0
C22:0 Acido behénico 0
C23:0 Acido Tricosanoico 0
C24:0 Acido Tetracosanoico 0.83
Total AGS 30.89
C24:1 Acido nervénico 0
c22:1 Acido ertcico 0
C20:1 Acido gadoleico 0.74
C18:1 VAC Acido vaccénico 9.09
C18:1 OLE Acido oleico 2.92
C16:1 Acido palmitoleico 8.11
C14:1 Acido miristoleico 0
Total AGM 20.86
C20:4 (n-6) Acido araquidonico 1.02
C20:2 (n-6) Acido eicosadenoico 0
C18:2 (n-6) Acido linoleico 1.16
Total AGP n-6 2.18
C20:3 (n-3) Acido dihomo-y -linolénico 0
C18:3 (n-3) Acido y -linolénico 1.26
C22:6 DHA (n-3) Acido docosahexaenoico 11.53
C20:5 EPA (n-3) Acido eicosapentaenoico 18.95
Total AGP n-3 31.74

El EPA (C20:5) y DHA (C22:6) son &cidos grasos poliinsaturados de la familia omega-
3 que son muy valorados en la industria del aceite como requisito que obedece a
parametros de comercializacion. En el mundo se conoce que la anchoveta es una especie
azul pelagica de la cual se extrae aceite con altas concentraciones de omega-3 asi como
lo reportan los siguientes autores: 27.0 % AGP n-3 (Yildiz, et al. 2018), 52.54% AGP
n-3 (Maza Ramirez, Aldoradin Puza, Pariona Velarde, Arpi Anco y Rosales-Hartshorn,

2016), 29.1 a 33.1%en EPA y DHA (Salas et al. 2003) , en comparacion de lo obtenido
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4.2

en esta investigacion de 30.48% en AGP n-3 (EPA y DHA) se encuentra dentro del
rango encontrado en la literatura, la diferencia de la composicion de &cidos grasos en
los aceites de las especies marinas varia segun la estacion, el area de captura, dieta, edad

y madurez sexual.(Carrizo, 1999; Bimbo, 1999).

Determinacion de la actividad lipidica

Las actividades de la enzima AY AMANO 30 SD a las diluciones 1:6000, 1:7000 y
1:8000, se hall6 el rango de linealidad graficamente a los tiempos de 35, 30 y 25
minutos (Figura 16, 17 y 18), las cuales resultaron 36 972.79 £305.009 U/g, 37
420.38+153.415 U/g y 37 760.48+124.271 U/g respectivamente, trabajando con un
sustrato de emulsion de aceite de oliva al 12.5%, las 3 actividades fueron halladas a las

mismas condiciones de reaccion pH 7.00 y agitacion constante de 160 RPM.

Segun el certificado de andlisis de esta enzima comercial reporta que la actividad de es
de 38 000 U/g pero no debe ser menor de 30 000 U/g, es claro que los resultados
obtenidos se encuentran dentro del rango indicado por el fabricante encontrdndose en
un promedio de 37 384.55+194.232 Ul/g, siendo U la cantidad de micromoles

equivalentes de &cido graso liberado por minuto.

Es preciso indicar que otros autores pueden reportar actividades diferentes a esta
investigacion para la enzima aislada de la Candida Cylindracea, como en el caso de
Wanasundara y Shahidi (1998) donde obtienen una actividad de 22 500 U/g usando
como sustrato tributirina, como se puede apreciar, esta diferencia va a depender del
método empleado y las condiciones brindadas a la enzima que va a ser utilizada en un

proceso.
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En la figura 16, 17 y 18 se muestran tipicas curvas de la liberacion de productos en este
caso de micromoles de acidos grasos por cada mililitro de muestra en funcion del
tiempo para una reaccion catalizada a tres diferentes concentraciones de enzima AY

AMANO 30 SD 1:6000, 1:7000 y 1:8000.

3.500

3.000

2.500
y =0.0647x + 0.0208

R*=0.9938
2.000

umol ac. Graso/ mL muestra

0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Figura 16. Determinacion del rango de linealidad a dilucion 1:6000
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3.000
2.500
y =0.0588x - 0.0134
2.000 R?=0.9965
1.500

1.000

0.500

umol ac. Graso/ mL muestra

0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Figura 17. Determinacién del rango de linealidad a dilucion 1:7000
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©
-
o
& 2.000
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Figura 18. Determinacion del rango de linealidad a dilucion 1:8000
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4.3 Determinacion de parametros cinéticos
Se determinaron los parametros cinéticos de la enzima AY AMANO 30 SD (Kmy
Vmax.) empleando la curva de regresion lineal de Lineweaver y Burk, (1934) como
herramienta grafica. A continuacion, se presenta la ecuacion de Lineweaver y Burk:

1
S X — +
V Vméx [S ] Vméx

Tabla 13. Reaccion de velocidad de hidrolisis a diferentes concentraciones de sustrato

N° [So]o/L [So]a/g V (g/q) 1/S 1V
1 137.40 0.150 0.0000381 6.667 26,246.15
2 160.30 0.175 0.0000383 5.714 26,120.03
3 183.20 0.200 0.0000385 5.000 25,993.91
4 206.10 0.225 0.0000387 4.444 25,867.79
5 229.00 0.250 0.0000388 4.000 25,741.67
6 251.90 0.275 0.0000390 3.636 25,615.55
26,500.00

y = 205.18478x + 24,923.33357

26,000.00 R? =0.9692

25,500.00

25,000.00

24,500.00

1/Vo (g. ac. graso/g muestra *min)-!

24,000.00

23,500.00
-6.000 -4.000 -2.000 - 2.000 4.000 6.000 8.000

1/[S] (g sustrato/g muestra)?®

Figura 19. Grafica de Lineweaver-Burk para la determinacién de los parametros
cinéticos de la enzima AY AMANO 30 SD.
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Donde:

K 1 1
(205.18478) X — (x) + —— (24923.33357)

1 —
V (y) B [S ] Vméx

Vmax

Los parametros cinéticos fueron obtenidos graficamente con la ecuacion de la curva los
cuales son: la constante de Michaelis-Menten (Km) de 7.98 g/L y la velocidad maxima
(Vmax.) de 0.038887 g/Lxmin con un R?=0.9692, variando las concentraciones de la
emulsién de aceite en la mezcla de reaccién entre 137.40 g/L — 251.9 g/L, trabajando a

la temperatura de 37 °C y al pH 7.0.

Las constantes de los pardmetros cinéticos de la lipasa Candida cylindracea de la
empresa SIGMA ALDRICH fueron reportados por Sharma, A. et. al. (2013) resultando
asi un Km=2.57 g/L y un Vmax=9.82 g/Lxmin, donde notablemente hay una diferencia
significativa en la constante de Michaelis-Menten, esto se debe a que hay una mayor
afinidad de esta enzima con el sustrato. La velocidad méaxima también se encuentra en
un nivel superior a lo reportado en esta investigacion debido a que las condiciones para
la hidrdlisis fueron diferentes, usando un solvente organico (isooctano) para facilitar la

separacion de los productos formados.

Para el estudio de la cinética enzimatica de la enzima AY AMANO 30 SD se graficd
V frente [S], obteniendo la figura 20, interpretandose que el rango de [S] empleado
ayudo a obtener los pardmetros cinéticos, cumpliéndose que cuando el [S] es menor, la
velocidad inicial es directamente proporcional a la concentracion del sustrato y por lo
tanto la reaccion es de primer orden, pero cuando los sitios activos de la enzima se

encuentren saturados por el sustrato, alcanzara su Velocidad maxima (Vmax.).
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4.4

0.000039

0.000039

0.000039

0.000039

0.000038

0.000038

Velocidad de reaccién (Vo)

0.000038
015 017 019 021 023 025 027 029 031

Concentracién de sustrato [S]

Figura 20. Concentracion de sustrato Vs. Velocidad de reaccion

Efecto de la temperatura

Como se muestra en la figura 21, la actividad de la enzima AY AMANO 30 SD fue
altamente sensible pasado los 60 °C, disminuyendo su actividad a temperaturas mas
altas. La actividad al 100% se observo a la temperatura éptima de 50°C, lo que confirma
con referencia a la ficha técnica enviada por el fabricante. Por otro lado, autores como
Gentili et al. (1996), reportan en su investigacion que la lipasa aislada de Candida
cylindracea presenta el 100% de su actividad maxima a 45 °C, lo cual difiere de los
resultados obtenidos en esta investigacion, esto se debe al método utilizado y a las

condiciones (sustrato: tributirina, pH 7.4) para determinar la actividad lipidica.

77



0.100

umol ac. graso/mL muestra * min
o o o (= (= o
(e»] (] o (] (] -
o N 5 ()] (o] N
o (e») o o o o
< I
5 I
o
5 I
(2]
¢ I
(e»)
o I
U-l .
< I
o .
s I
< K

Temperatura °C

Figura 21. Efecto de la temperatura usando enzima AY AMANO 30SD

El efecto de la temperatura sobre la enzima segun la figura 21, mostré un descenso
brusco de la actividad a partir de la temperatura de 55°C como se muestra en la tabla
14, conservando y mostrando una actividad significativa solo en el rango de 35 — 50 °C,
mientras que a temperaturas de 60 -80°C la enzima mantiene su actividad relativa solo
hasta el 17.60%. Las bajas temperaturas de trabajo demuestran la condicién favorable
para un mayor ahorro de energia y condicion suave que no perjudiquen la calidad del
sustrato durante la aplicacion de la lipasa en diferentes industrias como lo menciona

Dobrev G. et.al. (2011).

Tabla 14. Resumen de Actividad Relativa% Vs Temperatura

Temperatura °C Actividad Relativa

%
35 58.80
40 81.40
45 98.00
50 100.00
55 86.30
60 54.90
70 24.70
80 17.60

78



A continuacién, se muestra graficamente la tendencia de la actividad relativa% con la
temperatura.
120.00%
100.00%
80.00%
60.00%

40.00%

Actividad Relativa %

20.00%

0.00%
35 45 55 65 75 85

Temperatura °C

Figura 22. Actividad relativa% de la enzima AY AMANO 30 SD

4.5 Estabilidad térmica
Tal y como se muestra en la figura 23, se puede apreciar que, a la temperatura de 50 °C,
la enzima mantiene la actividad residual hasta 55.40% y la va perdiendo
progresivamente hasta 80°C quedandose solo con el 2.5% de su actividad residual. Por
lo tanto, los resultados demuestran que la enzima resultd siendo muy estable en el rango
35 - 45 °C donde mantiene una actividad residual de 97.5% - 89.5% respectivamente.
Este perfil de actividad residual Vs Temperatura es similar para los presentados por
otros autores con respecto a lipasas fungicas como en el caso de Coca, et. al., (2001)
con la lipasa extraida de Aspergillus niger mostrando una estabilidad térmica en el
rango de 30 — 40 °C manteniendo una actividad residual de 98-90% respectivamente.
Otra lipasa de origen flngico es la lipasa extracelular de Marinobacter sp. estudiada
por Fernandez-Jeri, et. al. (2013) que reportan su estabilidad térmica de 37-45 °C, del
mismo modo Benjamin y Pandey (1998), reportan la estabilidad térmica de lipasas

aisladas de Candida rugosa DMS 203 en un rango de 35-40°C. La estabilidad térmica
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de la enzima se ve afectada a temperaturas mayores a 50 °C como lo mencionan Diestra
Balta, Margarito Aguilar, Vega Paulino, y Castillo Calderdn (2015) en su investigacion,
debido al debilitamiento de fuerzas intermoleculares que ayudan a conservar la
estructura tridimensional de las enzimas, lo que un cambio brusco de temperatura se

traduce en la perdida de la capacidad catlitica.

Cabe sefialar que queda demostrado que la enzima de la Candida cylindracea estudiada
en esta investigacion, tiene el mismo comportamiento térmico a otras lipasas de origen

fangico.

100.00%
90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%
35 45 55 65 75 85

Temperatura °C

Actividad Residual%

Figura 23. Estabilidad térmica de la enzima AY AMANO 30 SD
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4.6

Inactivacion térmica

La preparacion enzimatica fue incubada durante 1 hora a 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C y

80 °C donde retuvo 50.4%, 47.0%, 22.3 %, 14.3 % y 12% de actividad residual por 30

minutos de reaccién a condiciones 6ptimas (50 °C y pH 7.00).

Se determinaron los parametros de cinéticos de inactivacion térmica, resultando luego

de los 60 min de incubacién una vida media de 219.91 min, 135.41 min, 24.74 min,

16.22 min y 14.22 min respectivamente (Tabla 15).

Tabla 15. Constante de Inactivacion (kd) y tiempo de vida media tu

Tem?oeé;:ltu ra Ky ty» (min) R2
40 0.0031 219.91 0.9050
50 0.0051 135.41 0.9893
60 0.0280 24.74 0.9965
70 0.0427 16.22 0.9934
80 0.0487 14.22 0.9777

A continuacion, se presenta la grafica de para hallar los parametros cinéticos de

inactivacion térmica, incubados a 40, 50, 60, 70 y 80 °C por 60 minutos a pH 7.00.
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Figura 24. Gréfica para hallar los parametros cinéticos de inactivacion térmica

De acuerdo a las temperaturas trabajadas para hallar los parametros cinéticos de
inactivacion es comparable a la investigacion de Fernandez-Jeri, et. al. (2013)
exponiendo asi, que el rango de temperaturas de inactivacion de una lipasa de origen

fangico se dan a partir de 60 °C.

60.0%
50.0%
X
S 40.0%
= —e—1T.2a60°C
[«5]
ﬂé 30.0% —e—1.T.a70°C
é —e—1.T.a80°C
'*<3 20.0% I.T.a50°C
—e—1.T.a40°C
10.0%
0.0%
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (minutos)

Figura 25. Inactivacion térmica de la enzima AY AMANO 30 SD
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4.7 Hidrdlisis enzimatica
Se inici6 la hidrdlisis enzimética del aceite semi-refinado de anchoveta a las
condiciones pH 7.00 y agitacidn constante. Las primeras dos horas de la reaccion hubo
cambio de color en el aceite torndndose mas oscuro Yy turbio debido a la hidrélisis y
autooxidacion del aceite en alta concentracion de agua por lo cual influye en las
modificaciones organolépticamente (Tena, Lobo-Prieto, Aparicio, & Garcia-Gonzales,

2018) .

Figura 27. Aceite semi-refinado de anchoveta antes y después de la hidrolisis
enzimatica.

4.8 Evaluacion del Grado de Hidrdlisis
En la tabla 16 se muestran a detalle los valores obtenidos en el grado de hidrolisis para

las 17 experiencias del disefio experimental utilizado en esta investigacion.
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Los valores variaron desde 18.75% hasta 25.29%, para cada una de las condiciones

utilizadas en el proceso. Los puntos centrales para la variable de respuesta presentaron

una variacion menor a 0.07%, indicando buena reproducibilidad del proceso.

Tabla 16. Resultados experimentales del grado de hidrolisis en los 17 ensayos del disefio

experimental

Variables independientes

N° Ensayo Codificado Real YGRADO
[E] ! T [E] t T HIROLISIS
U/mL  Horas °C U/mL Horas °C
1 -1 -1 -1 261 19 42 21.81
2 1 -1 -1 439 19 42 22.21
3 -1 1 -1 261 41 42 20.80
4 1 1 -1 439 41 42 22.19
5 -1 -1 1 261 19 48 24.06
6 1 -1 1 439 19 48 25.45
7 -1 1 1 261 41 48 18.75
8 1 1 1 439 41 48 21.04
9 -1.68 0 0 200 30 45 22.26
10 1.68 0 0 500 30 45 24.10
11 0 -1.68 0 350 12 45 24.13
12 0 1.68 0 350 48 45 19.05
13 0 0 -1.68 350 30 40 20.28
14 0 0 1.68 350 30 50 22.37
15 0 0 0 350 30 45 22.11
16 0 0 0 350 30 45 21.98
17 0 0 0 350 30 45 22.05

Los valores del grado de hidrolisis utilizando la metodologia Disefio Central.

Compuesto Rotacional (DCCR), varié desde 18.75 a 25.45%. bajo variaciones

sistematicas de los niveles altos y bajos de la concentracion enzimaética (E), temperatura

(T) y tiempo de reaccion (t).
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Los efectos de los factores lineales, factores cuadraticos y de las interacciones lineales
sobre el grado de hidrolisis se presentan en la Tabla 17, donde los valores en negrita

son significativos al 95% de confianza (p < 0,05).

Tabla 17. Efecto estimado, error estandar, coeficiente t y significancia estadistica
para cada factor en el modelo codificado para la respuesta Grado de Hidrdlisis

Efecto E,”"r t(11) Valor P
estandar
Media 22.04429 0.165521 133.1810  <0.000001
E (L) 1.25299 0.155605 8.0524 0.000087
E (Q) 0.80997 0.170032 4.7637 0.002051
T(L) -2.83525 0.156324 -18.1370  <0.000001
T(Q) -0.31628 0.173247 -1.8256 0.110655
t (L) 0.85509 0.157491 5.4294 0.000977
t (Q) -0.52562 0.178589 -2.9432 0.021615
ExT 0.47250 0.203488 2.3220 0.053237
E xt 0.47250 0.203488 2.3220 0.053237
Txt -2.17250 0.203488 -10.6763 0.000014

A traveés de la tabla 20, para la respuesta grado de hidrolisis, se observa que los factores
E(L), E(Q), t(L) presentan un efecto significativo y directamente proporcional en el
grado de hidrolisis, es decir, el aumento de estas variables aumenta el valor del grado
de hidrolisis. Asi como, un efecto inversamente proporcional para los factores T(L),
t(Q) y la interaccion T x t. Se observo que los factores T(Q) y las interacciones entre
las variables ExT y E x t se consideraron estadisticamente no significativas en la

respuesta grado de hidrolisis, al nivel de significancia del 5%.

Se verifico la significancia de la regresion al nivel de confianza del 95%, a través del
andlisis de varianza (ANOVA), utilizando el valor-p. En la tabla 18 se encuentran los

valores calculados de p.
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Tabla 18. Analisis de varianza del modelo de respuesta grado de hidrolisis

Grados

cmtrede 9 Cmeda ValorF Valorp
libertad

E (L) 5.36975 1 5.36975  64.8405 0.000087
E (Q) 1.87927 1 1.87927  22.6924 0.002051
T (L) 27.24199 1 27.24199 328.9506 0.000000
T(Q) 0.27601 1 0.27601  3.3329 0.110655
t (L) 2.44127 1 244127  29.4787 0.000977
t (Q) 0.71737 1 0.71737  8.6623 0.021615
ExT 0.44651 1 0.44651  5.3917  0.053237
Ext 0.44651 1 0.44651  5.3917  0.053237
Txt 9.43951 1 9.43951  113.9833 0.000014
Error 0.57970 7 0.08281
Total 49.98971 16
R? 97.349

Los valores p pueden indicar que tan compatibles son los datos con cierto modelo
estadistico. El valor-p para cada término comprueba la hipétesis nula de que el
coeficiente es igual a cero (no tiene efecto). Las variables E (L), E (Q), T(L), t (L), t(Q)
y T x t presentaron un valor-p bajo (< 0.05) indicando que se rechaza la hipétesis nula.
En otras palabras, es probable que tengan una adicion significativa al modelo planteado
porque los cambios en sus niveles altos y bajos de los valores en negrita presentados en
la Tabla 18 estan relacionados con cambios en la variable de respuesta (grado de
hidrdlisis).

El coeficiente de determinacion para el modelo fue de 0.97349 para el grado de
hidrdlisis, indicando que el modelo obtenido explica el 97.349% de la variacion de los

datos observados para el grado de hidrdlisis. La introduccién de interacciones lineales
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aumento la varianza explicada en el modelo utilizado. Ademas, la comparacion de la
suma de los residuos absolutos entre el grado de hidrolisis medido y previsto,

finalmente confirmo este modelo.

Por lo tanto, el modelo matematico obtenido para los experimentos realizados para la

respuesta %GH, en la hidrdlisis enzimatica de aceite semi-refinado, es:

GH (%) = -19.5621 - 0.0758%E + 0.0001xE? + 1.7867xT - 0.0176xT? + 1.5660xt -

0.0022xt? + 0.0009xEXT + 0.0002xExt - 0.0329xTxt

Donde: GH es el grado de hidrolisis, (%); E es la concentracion enzimatica, (U/mL);

T es la temperatura de hidrdlisis (°C), t es el tiempo de reaccién (horas).
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En la figura 28, se muestra las superficies de respuesta generadas a través del modelo
propuesto para el grado de hidrolisis “GH”. La figura 28(A), expresa la interaccion
entre las variables ‘E’ y ‘T’ sobre la respuesta, permaneciendo constante la variable
‘t” en el punto central. La figura 28(B), expresa la interaccion entre las variables ‘E’
y ‘t’ sobre la respuesta, permaneciendo constante la variable ‘T’ en el punto central.
La figura 28(C), expresa la interaccion entre las variables ‘T’ y ‘t” sobre la respuesta,

permaneciendo constante la variable ‘E’ en el punto central.
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Figura 28. Superficies de respuesta graficadas a partir del modelo de grado de

hidrolisis.
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La figura 28 (A) muestra que al incrementar la concentracion enzimatica y disminuir

la temperatura de reaccion, conduce al aumento del grado de hidrolisis. La figura 28

(B) muestra gue, al incrementar la concentracion enzimatica y el tiempo de reaccion,

conduce a un aumento significativo del grado de hidrolisis. La figura 28 (C) muestra

que, al incrementar el tiempo y disminuir la temperatura de reaccion, conduce al

aumento del grado de hidrdlisis.

48.1

4.8.2

Efecto de la concentracion de enzima

Se observo en la figura 28(A) y 28(B), una influencia positiva de la relacién
enzima sustrato sobre el grado de hidrolisis. Esto es debido a que con mayores
relaciones de enzima sustrato, hay mayor concentracion de enzima afiadida a la
mezcla a hidrolizar y por ende, hay mas sitios activos disponibles para que los
enlaces esteres del aceite semi-refinado de anchoveta puedan ser hidrolizados y

no exista una saturacion enzimatica por sustrato.

Efecto de la temperatura

Se observo en la figura 28(A) y 28(C), una influencia negativa de la temperatura
de reaccion sobre el grado de hidrélisis (GH). Esto es debido a la
termoestabilidad de la enzima donde se determind que el rango de estabilidad
térmica era de 35-45°C, por lo tanto, someter a la enzima a largos periodos de
tiempo donde la temperatura sea mayor a 45 °C provocara la desnaturalizacion
de la misma (Goswani, et al., 2012), asi como lo menciona Carvalho, Patricia
de O. et. al., (2009) en su investigacion con lipasas nativas de origen fungico R.

javanicus y Solitum P. donde reportan que si la temperatura de reaccion es
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4.8.3

mayor a 45 °C provocard un efecto negativo desnaturalizando la enzima y

perdiendo su actividad rapidamente durante el proceso.

Efecto del tiempo

Se observo en las figuras 28(B) y 28(C) una influencia positiva del tiempo de
reaccion (t) sobre el grado de hidrolisis (GH), factor que determina que a mayor
tiempo de contacto hay un incremento de hidrolisis de los enlaces ésteres y por
ende mayor liberacién de acidos grasos aumentando asi el %GH.

Este efecto del tiempo ira de la mano con la temperatura, asi como se muestra

28(C) a mayor tiempo y menor temperatura se obtendra mayor GH.

El aceite semi-refinado se sometio a hidrolisis mediante una lipasa comercial
especifica en las posiciones 1-3 de Candida Cylindracea para preservar los
AGPI n-3 de cadena larga, que se encuentran preferentemente en la posicion 2
de la columna vertebral del glicerol. Debido a las diversas insaturaciones cis-cis
de PUFA, estas moléculas estan fuertemente dobladas, mejorando asi el efecto
de impedimento estérico. Por lo tanto, los acilgliceroles que contienen AGPI
apenas se divide por la lipasa, a diferencia de los acidos grasos saturados y
monoinsaturados que facilmente pueden ser liberados de la cadena por accién

de la lipasa.

A partir del disefio experimental utilizando la lipasa aislada de AY AMANO
30SD, fue posible obtener un modelo de los parametros de reaccién en funcién
del grado de Hidrolisis del aceite semi-refinado de anchoveta. Autores como

Carvalho, et. al. (2009) informan que hidrdliis superiores a 50 horas podrian
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aumentar el porcentaje de GH% hasta en un 90%, en esta investigacion la
temperatura influyd significativamente en el proceso debido a que su rango
termoestable se dio de 35-45 °C y se encontr6 que para maximizar el GH es en
42.5 °C, siendo este su punto 6ptimo de trabajo, ya que a temperaturas mas altas
provocan la desnaturalizacion y se traduce en la pérdida del poder catalitico
Diestra Balta, et. al.(2015).

En este estudio se determind una hidrolisis maxima de 26.119% después de 48
horas, lo que resulté en un aumento de 3.82% de AGPI n-3, significando que
esta lipasa es Gtil para hidrolisis y concentracion de aceite de pescado que con

AGPI n-3 mayor al 30%.

4.9 Optimizacién del proceso de Hidrolisis enzimatica
La optimizacion del proceso de hidrdlisis de triacilglicéridos del aceite semi-refinado
de anchoveta por accion de la enzima comercial AY AMANO 30SD, tuvo la finalidad
de maximizar los valores de grado de hidrolisis. Para ello se hizo el analisis estadistico

del perfil de deseabilidad, el cual se muestra en la figura 29.
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En la primera columna de la figura 29, se observa que el mayor valor del grado de
hidrolisis se obtiene para una concentracion enzimatica (E) de 500 U/mL. Al analizar
la segunda columna de la figura 29, el punto con el mayor grado de hidrdlisis se
encuentra para una temperatura (T) de 42.5°C. En la tercera columna de la figura 29, se
observa que el mayor valor del grado de hidrolisis se determina para un tiempo de

reaccion (t) de 48 horas.
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Figura 29. Perfil del valor de deseabilidad para maximizar el valor del grado de
hidroélisis

Por lo tanto, la siguiente combinacion de las variables de reaccion se sugiere una
concentracion enzimatica de 500 U/mL, temperatura de 42.5°C y un tiempo de reaccion

de 48 horas., condiciones en que el grado de hidrolisis que se obtendra sera de 27.119%.
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Para comprobar la validez de los resultados de maximizacion, se llevaron a cabo 3
corridas experimentales las cuales se detallan en la tabla 19, las cuales se trabajaron bajo
condiciones Optimas: concentracion enzimatica de 500 U/mL, temperatura de 42.5°C y
un tiempo de reaccion de 48 horas, parametros concuerdan con los de Carvalho, Patricia
de O. et. al., (2009) quienes obtuvieron 60 % de GH, trabajando con lipasas nativas R.
javanicus y Solitum P., la diferencia entre el % grado de hidrdlisis obtenido en esta
investigacion puede deberse a la especificidad de las lipasas para las posiciones de los

acidos grasos poliinsaturados 1,3, dando como resultado un menor %GH.

Tabla 19 . %GH teorico y experimental

Factores %GH Pred. %GH Exp.
T (°C) 425
E [U/ml] 500 27.119 26.910
t (horas) 48
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4.10 Caracterizacion fisicoquimica de los ensayos del disefio experimental
Se seleccion6 8 ensayos con mayor grado de Hidrdlisis para caracterizar

fisicoquimicamente y determinar su composicion de acidos grasos luego de la hidrolisis.

Tabla 20. Ensayos con mayor GH%

Variables independientes

N° Ensayo = Codlf:cado - = Rea: % Grado
Hidrélisis
U/mL  Horas °C U/mL Horas °C
2 1 -1 -1 439 19 42 22.21
4 1 1 -1 439 41 42 22.19
6 1 -1 1 439 19 48 25.45
8 1 1 1 439 41 48 21.04
10 1.68 0 0 500 30 45 24.10
11 0 -1.68 0 350 12 45 24.13
14 0 0 1.68 350 30 50 22.31
15 0 0 0 350 30 45 22.11

Se determinaron los siguientes analisis fisicoquimicos en los 8 ensayos seleccionados
acidez%, solidos%, humedad%, indice de anisidina e indice de yodo, los cuales se
detallan en la tabla 21. La acidez inicial de la muestra antes de la hidrolisis enzimatica
fue de 0.13% la cual, luego de los diferentes ensayos se elevo hasta 53.82+0.58% que
fue la acidez més alta obtenida y que representa el contenido de &cidos grasos libres
presentes en la muestra, producto de la hidrdlisis catalizada por la enzima. Para el
contenido de solidos totales las muestras no contenian ya que se trata de un aceite semi-

refinado. La humedad en las muestras variaron de 0.12+0.01 hasta 0.23+0.02 esta
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variacion se da por la técnica de separacion agua:aceite que se uso, que fue mediante
centrifugacion.

El indice de Anisidina varié desde 25.42+0.16 (t=12 horas) hasta 48.04+0.15 (t=41
horas), esta diferencia se debe a la relacion proporcional que existe entre las horas en las
que se realiz6 cada ensayo, mientras mas horas de hidrélisis se emplearon, hubo un mayor
aumento en el indice de anisidina, lo cual este parametro indica la medida de los

productos de oxidacidn secundaria de los lipidos.

Tabla 21. Analisis fisicoquimico de 8 ensayos experimentales

Analisis Fisicoquimico

N° Ensayo - -
Acidez %  Soélidos %0 Humedad % Indice de Anisidina  Indice de Yodo
2 47.44+0.18  <0.01  0.12+0.01 31.00+0.29 186.49:+0.22
4 50.3240.43  <0.01  0.18+0.01 47.62+0.38 188.40+0.20
6 4740031  <0.01  0.22+0.03 31.9940.22 187.44+0.10
8 42.3620.27  <0.01  0.15+0.02 48.0410.15 185.50+0.21
10 53.82#0.58  <0.01  0.23%0.02 39.09£0.32 186.60+0.17
11 43.34+0.97  <0.01  0.21+0.02 25.4210.16 188.48+0.18
14 40.73+0.50  <0.01  0.17+0.02 38.110.24 187.66+0.21
15 47.23:043  <0.01  0.20:0.01 35.3040.19 188.22+0.13

En la tabla 22 se detalla la composicion de acidos grasos de cada uno de los 8 ensayos
seleccionados, de los cuales se puede observar de manera cuantitativa que hubo
oxidacion de los lipidos, al ser la muestra de aceite semi-refinado de alta composicion de
acidos grasos poliinsaturados, son los que rapidamente sufren cambios y proporcionan

de manera indirecta una medida de oxidacién lipidica. (Sahidi, 2005)
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Tabla 22. Composicion de acidos grasos de los 8 ensayos experimentales

Nombre comun del &cido

Abreviatura

graso N° Ensayo
2 4 6 8 10 11 14 15

C14:0 Acido miristico 8.07 8.29 8.16 8.32 8.12 8.04 8.18 8.35
C16:0 Acido palmitico 18.19 18.71 18.34 18.76 18.32 17.97 18.47 18.96
C18:0 Acido estearico 3.78 3.87 3.81 3.91 3.81 3.75 3.86 3.93
C20:0 Acido araquidico 0 0 0 0 0 0 0 0
C22:0 Acido behénico 0 0 0 0 0 0 0 0
C23.0 Acido Tricosanoico 0 0 0 0 0 0 0 0
C24:0 Acido Tetracosanoico 0.84 0.83 0.84 0.81 0.84 0.85 0.83 0.83
TOTAL AGS 30.88 31.7 31.15 31.8 31.09 30.61 31.34 32.07

C24:1 Acido nervonico 0 0 0 0 0 0 0 0
C22:1 Acido ercico 0.77 0.77 0.77 0.75 1.11 0.78 0.76 0.76
C20:1 Acido gadoleico 0.87 0.8 0.89 0.9 0.89 0.87 0.88 0.81
C18:1 VAC Acido vaccénico 9.47 9.64 9.55 9.74 9.55 9.53 9.63 9.76
C18:1 OLE Acido oleico 3 3.07 3.04 3.1 3.03 3.02 3.06 3.1
Cl6:1 Acido palmitoleico 8.15 7.99 8 8.06 7.93 7.89 7.91 8.01
Cl4:1 Acido miristoleico 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL AGM 22.26 22.27 22.25 22.55 22.51 22.09 22.24 22.44

C20:4 (n-6) Acido araquidonico 1.02 0.97 1 0.95 0 0.85 0.97 0
C20:2 (n-6) Acido eicosadenoico 0 0 0 0 0 0 0 0
C18:2 (n-6) Acido linoleico 1.16 1.17 1.17 1.18 1.16 1.17 1.17 1.19
TOTAL AGP n-6 2.18 2.14 2.17 2.13 1.16 2.02 2.14 1.19

C20:3 (n-3) Acido dihomo-y -linolénico 0 0 0 0 0 0 0 0
C18:3 (n-3) Acido v -linolénico 1.25 1.26 0.74 1.24 1.39 1.41 1.25 1.37
C22:6 DHA (n-3) Acido docosahexaenoico 11.31 11.06 11.21 10.72 11.14 11.37 11.01 10.98
C20:5 EPA (n-3)  Acido eicosapentaenoico 18.47 18.2 18.4 17.73 18.31 18.6 18.15 18.1
TOTAL AGP n-3 31.03 30.52 30.35 29.69 30.84 31.38 30.41 30.45
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La mayor variacion del total AGP n-3 entre los ensayos fue del ensayo N°8, que se dio
en 41 horas de hidrolisis como resultado una disminucion de 2.05% en TOTAL AGP n-
3, el mismo que tiene una anisidina de 92.04 por lo que se comprueba que a mayor tiempo
de hidrdlisis hay una disminucion en el TOTAL AGP n-3, esto se debe a la autooxidacion
de los mismos. (Rodriguez, Villanueva, Glorio y Baquerizo, 2015).

Segun los datos de la composicién de acidos grasos de la Tabla 23 se comprueba que no
se llega a un nivel méas alto de AGPI n-3, que el aceite inicialmente trabajado, por lo
tanto, es necesario implementar un método de apoyo para concentrar los AGPI como lo

dice Bonilla-Méndez & Hoyos-Concha, (2018).

Tabla 23. Variacion %AGP n—3 en los ensayos

Abreviatura N° Ensayo
0 2 g 6 8 10 11 14 15
C18:3 (n-3) 126 125 126 074 124 139 141 125 137

C22:6 DHA (n-3) 1153 1131 1106 1121 10.72 11.14 1137 11.01 10.98
C20:5 EPA (n-3) 1895 1847 182 184 1773 1831 186 18.15 181

TOTALAGPnNn-3 3174 3103 3052 3035 29.69 30.84 31.38 30.41 30.45

4.11 Concentracion de acidos grasos poliinsaturados
La concentracion de AGPI n-3 se realiz6 mediante la hibernacion de aceite, este método
empleado fue de ayuda para separar los AGS formados durante la hidrolisis. La muestra
sometida a esta concentracion fue la que obtuvo mayor %GH, con los parametros
Optimos: Concentracion de enzima 500 U/mL, temperatura de 42.5°C y un tiempo de

reaccion de 48 horas, donde se logré un %GH=26.91.

La muestra sometida para la concentracion AGPI n-3, se procedio a realizar las 3 etapas

de enfriamiento para lograr la cristalizacion y retencion de los acidos grasos saturados
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mientras que los AGPI se obtendran en forma liquida (oleina). (Vazquez & Akoh,

2012).

A continuacion, se muestra la grafica del aceite en hibernacion el cual paso por las tres
etapas de enfriamiento, obteniendo asi una muestra fisicamente solida y preparada para

luego ser separada por presion con un medio filtrante.

Figura 30. Aceite en hibernacion

Luego de la hibernacion, teniendo ya la muestra solida se procedio a realizar el filtrado
mediante una malla de algodén y un disco filtrante de 0.45 um de Nylon, para retener

los acidos grasos saturados y obtener la oleina concentrada.

Figura 31. Obtencién de aceite concentrado
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Se realizd la caracterizacion fisicoquimica del AGPI n-3 concentrado en forma de

acilglicérido, los resultados se muestran en la tabla 24.

Tabla 24. Analisis fisicoquimico de Aceite concentrado de semi-refinado de Anchoveta

Analisis Media + desviacion estandar

Acidez % 15.13 £ 0.070
Impurezas Soélidas % <0.01
Humedad % <0.50
Estearina % <0.01

indice de Anisidina 55.05 + 0.43

indice de Yodo 198.97 +0.14

Punto de fusion °C 18

Se pudo determinar el analisis fisicoquimico del aceite concentrado para identificar los
parametros que cambiaron luego del proceso de concentracion, siendo asi la
disminucion de la acidez% y aumento del indice de anisidina e indice de yodo. La
reduccion de la acidez% se debe a la eliminacion de los acidos grasos saturados
(formados en la hidrolisis enzimatica) (Rodriguez Arzave, Ruiz Loaiza, Santoyo
Stephano y Miranda Velasquez, 2016) durante la filtracion que le conferian al aceite la

turbidez y alto punto de fusion. (Chan Moromisato, 2015)

El aumento del indice de anisidina se debe a la oxidacion de los lipidos (formacién de
aldehidos) durante la el tiempo de hidrdlisis, siendo proporcional a mayor tiempo de

contacto el agua con el aceite el valor de anisidina aumentara.

El aumento del indice de yodo se debe a la concentracion de omega 3 en el aceite, y es
directamente proporcional a las insaturaciones que este contiene, por lo tanto a mas

%AGPI, mayor serd el indice de yodo. (Muniategui, Paseiro y Simal, 1992)
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A continuacion, se presenta la tabla N° 25, donde se detalla la composicion de &cidos

grasos del aceite concentrado y el aceite antes de concentrar para hallar su diferencia

%.

concentrar
. Nombre comun del Aceite antes Aceite
Abreviatura L.
acido graso de concentrar concentrado
C14:0 Acido miristico 8.280+0.010  7.845+0.715
C16:0 Acido palmitico 18.085+0.005  7.265+0.015
C18:0 Acido esteérico 3.685+0.005 2.070+0.010
C20:0 Acido araquidico 0.000+£0.000  0.000+0.000
C22:0 Acido behénico 0.000£0.000 0.505+0.005
C23:.0 Acido Tricosanoico 0.000+0.000 0.000+0.000
C24:.0 Acido Tetracosanoico 0.820+0.010 0.965+0.005
TOTAL AGS 30.870+0.020 18.650+0.720
C24:1 Acido nervonico 0.000+0.000 0.000+0.000
C22:1 Acido ertcico 0.000+0.000 0.000+0.000
C20:1 Acido gadoleico 0.730+0.010 1.155+0.045
C18:1 VAC Acido vaccénico 9.085+0.005  11.805+0.005
C18:1 OLE Acido oleico 2.915+0.007 3.735+0.005
Cl16:1 Acido palmitoleico 8.100+£0.010  10.150+0.010
Cl14:1 Acido miristoleico 0.000£0.000 0.000£0.000
TOTAL AGM 20.830+0.03  26.845+0.035
C20:4 (n-6) Acido araquidonico 1.010+0.010  1.110+0.010
C20:2 (n-6) Acido eicosadenoico 0.000+0.000  0.000+0.000
C18:2 (n-6) Acido linoleico 1.150+0.010  1.445+0.005
TOTAL AGP n-6 2.160+0.020 2.555+0.005
Acido dihomo-y -
C20:3 (n-3) linolénico 0.000+0.000 0.000+0.000
C18:3 (n-3) Acido vy -linolénico 1.245+0.015 1.375+0.005
C22:6 DHA (n-3)  Acido docosahexaenoico  11.525+0.005  12.530+0.030
C20:5 EPA (n-3)  Acido eicosapentaenoico  18.965+0.015  20.935+0.015
TOTAL AGP n-3 31.735+0.005 34.840+0.020
Acidos no identificados 14.405+0.075 17.110+0.770

TOTAL DE ACIDOS GRASOS

100.000+0.000 100.000+0.000

Tabla 25. Composicién de acidos grasos del aceite concentrado y el aceite antes de

El aceite concentrado obtenido después de la hibernacion se le realiz6 un analisis de

acidos grasos donde mostré un aumento de la cantidad AGPI n-3 en 3.105% y
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disminuyd en 12.22% la cantidad de AGS (acidos grasos saturados), esto se debe a la
separacion por hibernacion y puntos de fusion en la que se extrajo la parte oleica
mediante la aplicacion de una curva de enfriamiento, esta técnica ha sido desarrollada

principalmente para concentrar AGPI n-3 a partir de triacilgliceroles de forma natural.

De esta forma los valores obtenidos para el incremento de AGPI n-3 por medio de
hibernacion son comparables con los de Cunha, D. et. al. (2009), donde reportan un
incremento de 9.2% de AGPI n-3'y una disminucion de 13.3% de AGS. Los porcentajes
de aumento van a variar en funcion del método fisico de separacion a aplicar (Bonilla-
Méndez & Hoyos-Concha, 2018) y el solvente como refuerzo para formar cristales la

cristalizacion de AGS y permitir una mejor filtracion.

Por lo tanto en esta investigacion se pudo comprobar que se puede lograr un aumento
de AGPI n-3 en aceite semi-refinado de anchoveta (Engraulis ringens) mediante
hidrolisis enzimatica con ayuda de un método de concentracion Hibernacidn por medio
de puntos de fusién con la finalidad de obtener un incremento de 3.105% de AGPI n-3,
demostrando que es viable aplicar la hidrolisis como alternativa para obtener AGPI
n-3 concentrado en forma de acilglicéridos naturales de mayor capacidad de absorcion

y biodisponibilidad en comparacion a los derivados sintéticos como el ester etilico.
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V. CONCLUSIONES

Se determind la actividad enzimética para la enzima comercial AY AMANO 30 SD
resultando 37 384.55 U/mL + 395.07 y los parametros cinéticos de la lipasa
Km=7.98 g/L y un Vméax. = 0.038887 g/L x min

Se comprob6 mediante el efecto de la temperatura, que la actividad relativa al 100%
se obtuvo a la temperatura de 50°C como lo establece la ficha técnica del fabricante.
Se hall6 el rango de termoestabilidad para la lipasa AY AMANO 30 SD de 35-45°C
concordando asi con los demas autores que trabajaron con enzimas de origen
fangico.

Se determinaron los pardmetros cinéticos de inactivacion térmica para las
temperaturas de 40, 50, 60, 70 y 80 °C, Kq (0.0031, 0.0051, 0.0280, 0.0427 y
0.04875) y t1=(219.91 min, 135.41 min, 24.74 min, 16.22 min y 14.22 min)
respectivamente.

La caracterizacion fisicoquimica del aceite semi-refinado de anchoveta que se
obtuvo, se encontrd dentro de los parametros reportados por diversos autores y por
las normas técnicas peruanas dando como resultado los siguientes: Acidez%=0.130
+ 0.020, Impurezas sélidas%=<0.01, Humedad%=0.017+ 0.004, Estearina%=
<0.01, Indice de Anisidina= 11.29+ 0.318, indice de Yodo= 194.27 + 0.569.

Se logro el mayor grado hidroélisis enzimatica de aceite semi-refinado de anchoveta
usando la enzima AY AMANO 30 SD a nivel experimental, con parametros
optimos de Concentracién de enzima 500 U/g, temperatura 42.5 °C y tiempo de 48
horas, obteniéndose 26.910 GH%.

La concentracion de AGPI, se logro luego de aplicar el método de concentracion de
hibernacion al aceite semi-refinado de anchoveta hidrolizado en los parametros

Optimos, alcanzando un aumento de 3.105% en AGPI n-3.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar otras lipasas comerciales para la obtencion de un aceite altamente concentrado
en omega-3 (EPA'Y DHA).

Realizar una hidrolisis enzimatica con ausencia de oxigeno y evaluar los parametros de
calidad en funcién de la anisidina y los tiempos de hidrolisis.

Investigar sobre la aplicabilidad del aceite concentrado obtenido por hidrolisis
enzimatica e hibernacion para el enriquecimiento de productos alimenticios o para el
consumo humano en jarabe o capsulas blandas.

. Aplicar otro tipo de método de separacién de los AGS (acidos grasos saturados) del
aceite hidrolizado para mejorar la separacion para obtener altos niveles de AGPI n-3.
Realizar un analisis técnico econdmico para demostrar la rentabilidad del método de

hidrolisis frente a otros métodos de concentracién de AGPI n-3 en aceite de anchoveta.
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VIII.

ANEXOS

ANEXO 1: Determinacion del rango de linealidad y actividad lipidica de la enzima AY
AMANO 30 SD

Tabla 26. Experiencias para la determinacion de la actividad enzimatica a diferentes
diluciones enzimaticas

DETERMINACION DE | DETERMINACION DE | DETERMINACION DE
ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD
ENZIMATICA ENZIMATICA ENZIMATICA
mL 1:6000 1:7000 1:8000
N° REE&'TSN NaOH umol umol umol
(blanco) mL ac. mL ac. mL ac.
NaOH | graso/ | NaOH | graso/ | NaOH | graso/
(muestra) | mL | (muestra)| mL | (muestra)| mL
muestra muestra muestra
1 0 0.30 0.30 0.000 0.30 0.000 0.30 0.000
2 5 0.30 0.48 0.450 0.40 0.250 0.37 0.175
3 10 0.30 0.54 0.600 0.52 0.550 0.49 0.475
4 15 0.30 0.68 0.950 0.65 0.875 0.60 0.750
5 20 0.30 0.82 1.300 0.79 1.225 0.72 1.050
6 25 0.30 0.95 1.625 0.89 1.475 0.82 1.300
7 30 0.30 1.12 2.050 0.98 1.700 0.87 1.425
8 35 0.30 1.20 2.250 1.09 1.975 0.92 1.550
9 40 0.30 1.29 2.475 1.16 2.150 0.95 1.625
10 45 0.30 1.39 2.725 1.20 2.250 0.98 1.700

El método comun usado para determinar la actividad de las lipasas mide los &cidos carboxilicos

libres o residuos de acidos grasos generados durante la hidrolisis de los sustratos por titulacion.

El rango de linealidad se determind de manera gréfica a diferentes diluciones de enzima,

sacando una muestra representativa de 10 mL cada 5 minutos y procediendo a titular los acidos

grasos liberados para hallar la velocidad de liberacion de umol de &cidos grasos por minuto.
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pendiente X 1000
Vol.muestra X dilucion

Ul
Actividad Lipidica (?) =

Donde:

Volumen de muestra= 20 (muestra + solucion de inactivacion)
Dilucion = 1/6000, 1/7000 y 1/8000

Pendiente= pendiente de cada curva lineal 1:6000, 1:7000 y 1:8000

Tabla 27. Determinacion de actividad enzimética para cada dilucién

Dilucion Tiempo Pendiente | “\ctividad
enzimatica (min) lineal enzimatica
(Ul/g)
1:6000 35 0.0647 36972.79
1:7000 30 0.0588 37420.38
1-8000 - 0.0537 37760.48
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ANEXO 2: Determinacion de los parametros cinéticos Km y Vmax

Tabla 28. Experiencias para la determinacion de parametros cinéticos

umol
ENZIMA |EMULSION NaOH | NaOH ac. .
N° [S/CI’_] (1:7000) 50% Bl(J;E')ER DE(N/SH'][L))AD (mL | (mL | graso/ gr?ﬁgs?r; g
g (mL) (mL) g muestra) | blanco) mL

muestra
1 | 137.40 5.00 6.00 39.0 1.0056 1.75 0.95 4.0000 | 0.0000381
2 | 160.30 5.00 15.00 30.0 0.9885 1.90 1.10 4.0000 | 0.0000383
3 | 183.20 5.00 17.50 275 0.9838 1.95 1.15 4.0000 | 0.0000385
4 | 206.10 5.00 20.00 25.0 0.9790 2.05 1.25 4.0000 | 0.0000387
5 | 229.00 5.00 22.50 22.5 0.9743 2.05 1.25 4.0000 | 0.0000388
6 | 251.90 5.00 25.00 20.0 0.9695 2.05 1.25 4.0000 | 0.0000390

Formula para determinar:

Donde:

g acido graso  Indice de Acidez x (282.4 X 1079)
B 20 xp

g muestra

p = densidad del aceite

282,47 g/mol = peso molecular del acido oleico

20 = Tiempo de reaccidén en minutos

Tabla 29. Inversa del sustrato vs. Inversa de la velocidad inicial

[So]a/g Vo (9/9) 1/So v
0.150 0.0000381 6.667 26,246.15
0.175 0.0000383 5.714 26,120.03
0.200 0.0000385 5.000 25,993.91
0.225 0.0000387 4.444 25,867.79
0.250 0.0000388 4.000 25,741.67
0.275 0.0000390 3.636 25,615.55
0.150 0.0000381 6.667 26,246.15
0.175 0.0000383 5.714 26,120.03
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Figura 32. Representacion grafica de Lineweaver-Burk para emulsion y enzima AY

La ecuacion del modelo ajustado:

1 1
(—) = 205.18478 (—) + 24923.33357
Vo So

y =205.18478x + 24,923.33357

1/So (1/g sustrato)

AMANO 30 SD

g
Lxmin

Vm = 0.038887

Km=7.98—

8.000
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Tabla 30.Efecto de la temperatura para hallar la actividad

ENZIMA mL umolac. |

| TEMPERATURA . EMULSION | BUFFER . mL NaOH | graso/ |gacido/g

N o [So] % | (1:7000) densidad | NaOH
(°C) 50% (mL) (mL) (blanco) mL muestra

(mL) (muestra)
muestra

1 125 5 125 32.5 0.9933 2.2 1.2 2.5000 0.0000355
2 35 125 5 12.5 325 0.9933 2.2 1.2 2.5000 0.0000355
3 125 5 125 32.5 0.9933 2.2 1.2 2.5000 0.0000355
4 125 5 125 32.5 0.9933 2.6 1.2 3.5000 0.0000498
5 40 125 5 12.5 325 0.9933 2.6 1.2 3.5000 0.0000498
6 125 5 125 32.5 0.9933 2.55 1.2 3.3750 0.0000480
7 125 5 12.5 325 0.9933 2.8 1.2 4.0000 0.0000569
8 45 125 5 125 32.5 0.9933 2.85 1.2 4.1250 0.0000587
9 125 5 125 32.5 0.9933 2.95 1.2 4.3750 0.0000622
10 12.5 5 12.5 325 0.9933 2.85 1.2 4.1250 0.0000587
11 50 125 5 125 32.5 0.9933 2.9 1.2 4.2500 0.0000604
12 125 5 12.5 325 0.9933 2.95 1.2 4.3750 0.0000622
13 125 5 12.5 32.5 0.9933 2.7 1.2 3.7500 0.0000533
14 55 125 5 125 32.5 0.9933 2.6 1.2 3.5000 0.0000498
15 125 5 12.5 325 0.9933 2.7 1.2 3.7500 0.0000533
16 125 5 125 32.5 0.9933 2.2 1.2 2.5000 0.0000355
17 60 125 5 12.5 325 0.9933 2.1 1.2 2.2500 0.0000320
18 125 5 125 32.5 0.9933 2.1 1.2 2.2500 0.0000320
19 125 5 125 32.5 0.9933 1.6 1.2 1.0000 0.0000142
20 70 125 5 12.5 325 0.9933 1.6 1.2 1.0000 0.0000142
21 125 5 125 32.5 0.9933 1.6 1.2 1.0000 0.0000142
22 125 5 12.5 325 0.9933 1.2 1.2 0.0000 0.0000000
23 80 125 5 12.5 325 0.9933 1.3 1.2 0.2500 0.0000036
24 125 5 125 32.5 0.9933 1.3 1.2 0.2500 0.0000036
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Tabla 31. Estabilidad térmica

umol ACTIVI ASXB/I ACTIVIDAD
. |TEMPERATURA| [s0] | ENZIMAl EMuLsION | BUFEER| . mL mL a. Iprome| PAP | iniciaL | RESIDUAL
N (°C) % (1:7000) 50% (mL) (mL) densidad| NaOH NaOH | graso/ DIO umol ac umol ac umol ac
(mL) (muestra) | (blanco)| mL ' ' '
muestra graso/_ graso/_ graso/_mL*
mL * min | mL * min min
1 12.50| 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.10 1.35 2.188
2 35 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.50 1.35 2.688 2.438 0.0813 0.083 97.50%
3 12.50| 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.30 1.35 2.438
4 1250 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.80 1.25 3.188
5 40 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.90 1.25 3.313 3.313 0.1104 0.115 95.80%
6 1250 5.00 12.50 32.50 0.9933 4.00 1.25 3.438
7 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 4.50 1.35 3.938
8 45 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 4.00 1.35 3.313 3.729 0.1243 0.139 89.50%
9 1250 5.00 12.50 32.50 0.9933 4.50 1.35 3.938
10 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.10 1.30 2.250
11 50 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.25 1.30 2.438 2.354 0.0785 0.142 55.40%
12 1250 5.00 12.50 32.50 0.9933 3.20 1.30 2.375
13 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 2.30 1.35 1.188
14 55 12.50| 5.00 12.50 32.50 0.9933 2.35 1.35 1.250 1.167 0.0389 0.122 31.80%
15 1250 5.00 12.50 32.50 0.9933 2.20 1.35 1.063
16 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.60 1.35 0.313
17 60 12,50 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.50 1.35 0.188 0.229 0.0076 0.078 9.80%
18 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.50 1.35 0.188
19 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.35 1.35 0.000
20 70 12.50| 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.40 1.35 0.063 0.042 0.0014 0.033 4.20%
21 12.50| 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.40 1.35 0.063
22 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.35 1.35 0.000
23 80 1250 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.35 1.35 0.000 0.004 0.0001 0.006 2.50%
24 12.50 5.00 12.50 32.50 0.9933 1.36 1.35 0.013
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Tabla 32. Inactivacion Térmica

ACTIVIDAD | ACTIVIDAD

ACTIVIDAD INICIAL RESIDUAL

¢| TEMPERATURA | [50] | 07000t | EMULSION | BUFFER | jorioag| o | MENGOH | B 00!t o | graso/mi * | graso /L
(°C) % (mL) 50% (mL.) (mL) (muestra) (blanco) muestra min min min
1 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.07 0.9 0.2125 21.2500 38.839 54.7%
2 125 5 125 325 0.9933 1.13 0.9 0.2875 0.0575 0.137 41.8%
3 125 5 125 325 0.9933 1.18 0.9 0.3500 0.0350 0.099 35.5%
4 60 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.23 0.9 0.4125 0.0275 0.086 32.1%
5 125 5 125 325 0.9933 1.26 0.9 0.4500 0.0225 0.079 28.4%
6 125 5 125 325 0.9933 1.28 0.9 0.4750 0.0190 0.075 25.2%
7 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.29 0.9 0.4875 0.0163 0.073 22.3%
8 125 5 12,5 325 0.9933 1.07 0.9 0.2125 21.2500 38.839 54.7%
9 125 5 125 325 0.9933 1.10 0.9 0.2500 0.0500 0.137 36.4%
10 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.13 0.9 0.2875 0.0288 0.099 29.1%
11 70 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.14 0.9 0.3000 0.0200 0.086 23.3%
12 125 5 125 325 0.9933 1.15 0.9 0.3125 0.0156 0.079 19.7%
13 125 5 125 325 0.9933 1.15 0.9 0.3125 0.0125 0.075 16.6%
14 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.15 0.9 0.3125 0.0104 0.073 14.3%
15 125 5 125 325 0.9933 1.07 0.9 0.2125 21.2500 38.839 54.7%
16 125 5 125 325 0.9933 1.08 0.9 0.2250 0.0450 0.137 32.7%
17 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.10 0.9 0.2500 0.0250 0.099 25.3%
18 80 125 5 125 325 0.9933 1.10 0.9 0.2500 0.0167 0.086 19.4%
19 125 5 125 325 0.9933 1.10 0.9 0.2500 0.0125 0.079 15.8%
20 12,5 5 12,5 325 0.9933 1.10 0.9 0.2500 0.0100 0.075 13.3%
21 125 5 125 325 0.9933 1.11 0.9 0.2625 0.0088 0.073 12.0%
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22

23

24

25

26

27

28

SIN CALENTAR

125 5 125 32.5 0.9933 1.21 0.9 0.3884 38.8393
12.5 5 12.5 325 0.9933 1.45 0.9 0.6875 0.1375
12.5 5 12.5 325 0.9933 1.69 0.9 0.9866 0.0987
125 5 125 325 0.9933 1.93 0.9 1.2857 0.0857
12.5 5 12.5 325 0.9933 2.17 0.9 1.5848 0.0792
12.5 5 12.5 325 0.9933 241 0.9 1.8839 0.0754
125 5 125 325 0.9933 2.65 0.9 2.1830 0.0728
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Tabla 33. Datos para hallar los pardmetros de inactivacion térmica graficamente

. Ln (A Pendiente | Interseccion
Tiempo final/A Kd T % (min)
inicial) (m) (¥)
0 4.002095748
5 3.999036201
10 3.974298692
15 3.942123398|-0.0031518 | 4.0036921 | 0.0031518 | 219.92
20 3.937061562
25 3.920520189
30 3.919766546
0 4.002095748
5 3.965134649
10 3.95020114
15 3.923075203 | -0.0051185 | 3.9976235 | 0.0051185 | 135.42
20 3.889808678
25 3.866452967
30 3.849148979
0 4.0020957
5 3.733333
10 3.5688336
15 3.468339 |-0.0280205| 3.9134735 | 0.0280205 24.74
20 3.3461932
25 3.227373
30 3.1059914
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0 4.0020957
5 3.5935711
10 3.3721233
15 3.1498853 | -0.042734 | 3.8651806 | 0.042734 16.22
20 2.9815501
25 2.8086627
30 2.6613056
0 4.0020957
5 3.4882106
10 3.2323613
15 2.9675638 |-0.0487483 | 3.8056694 | 0.0487483 14.22
20 2.7584066
25 2.5855191
30 2.4869522
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ANEXO 3: Fotos del proceso de determinacion de actividad enzimatica

A. Preparacion de solucion de Alcohol Polivinilico al 2%

” g
Se escogi6 alcohol polivinilico y se diolvio Se filtr6 con algodon y

polivinilico 100% en 200mL de a 4
L PR A guaa se aford hasta 250 mL.
hidrolizado para sintesis 80°C.

B. Preparacion de la emulsion

Se usaron 225 mL de
alcohol polivinilico al
2% y 75 mL de aceite de
oliva virgen.

para homogenizar por 3
min y 20 segundos
repitiendo tres veces y
dejando reposar el 3
min.

Se dejo reposar por 1
hora, antes de usar a 10
°C.
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Se agrego al minireactor
con agitacion magnetica
50 mL de emulsion
preparada y 40 mL de
solucién tampdn citrato
fosfato a pH 7.0

Terminada la reaccion se
sacO 5 mL de muestra.

C. Proceso de Hidrélisis enzimatica

dejo reposar

°C por 10 minutos e
inmediatamente después

se agreg6 10 mL de
enzima preparada a a las

diferentes diluciones.

Se detuvo la reaccion

con 5 mL de solucion

acetona:etanol dilucién
1:1.

Se dejo hidrolizando
durante 30 minutos a
37°C con agitacion
constante.

Se titulé con NaOH a
0.05N y se anotaron los
valores obtenidos para

cada dilucion.
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ANEXO 4: Hidrdlisis enziméatica del aceite semi-refinado de anchoveta

1 Se disolvio la enzima y el Luego se procedio a agregar
agua, luego se procedi6 a el aceite semi-refinado de
agregarlo en el minireactor a anchoveta, para comenzar la
la temperatura de ensayo. hidrolisis.

Se realizo el pesado de los
insumos a usar, enzima, agua
y aceite semi-refinado de
anchoveta.

Se separd el agua del aceite, Se determind la acidez por
mediante centrifugacion triplicado por cada ensayo
3500 rpm por 10 minutos hidrolizado.

Despues se procedid a parar
la reaccion, calentando a
60°c en bafio Maria.
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ANEXO 5: concentracion de AGPI en Aceite hidrolizado

Se realiz6 un proceso de o o
hibernacién del aceite, para esnelmt&?sgcl) ?ﬁf;;%gbg emnadlgﬁ Se obtuvo el aceite concentrado,
la separacion por punto de y libre de turbidez por los AGS.

fusion de los AGS. de 0.45 um.

Se realizo el analisis de omegas para
determinar la concentracion de
acidos grasos del aceite
concentrado.
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ANEXO 6: Cromatograma de acidos grasos del aceite sin concentrar

Instrument:PC-PC_1 Sequence:ENERO Page 10of 2
Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: ACEITE_SIN_CONCENTRAR Run Time (min):  36.00
Vial Number: 2 Injection Volume: 1.50
Injection Type: Unknown Channel: FrontDetector
Calibration Level: Wavelength: n.a.
Instrument Method: Fames Bandwiath: n.a.
Processing Method: OCTUBRE-FAMES-2020 Dilution Factor: ~ 1.0000
Injection Date/Time: 17/ene/21 10:40 Sample Weight:  1.0000
|Chromatogram
200 % ENERO #369 ACEITE_SIN_CONCENTRAR FrontDetector
175 4
150
1254
z
(4]
g 100 4
= 3-C16:0- 10.553
4
754
123 - C20:5(EPA) - 21.949
50 - C14:0- B.886, .
15-C16:1-11.14311 - C18:1- 13.608 126 - C22.6(DHA
254 (1800988393729 19-17.025
® 1 MECYERALAINDEEEM S8 - Gama .00 124 -Co40 -2a5if |10 5%
0] rT Sk —=11 I I T T T T
90 100 125 150 175 200 25 250 275 300
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min PA % %
1 C14:0 8.886 1.538 39.899 829 10.75 n.a.
na. ([C14:1 na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 9.634 0.104 2.552 0.56 0.69 n.a.
3 C16:0 10.553 3.355 78.324 18.09 21.10 n.a.
4 10.811 0.074 1.616 040 044 n.a.
5 c16:1 11.143 1.504 35.334 8.11 9.52 n.a.
6 11.630 0.075 1.763 040 047 n.a.
7 12.127 0.245 5.319 1.32 143 n.a.
8 12.274 0.047 0.623 025 0.17 n.a.
9 12.806 0.336 7.305 1.81 197 n.a.
10 C18:0 12.915 0.682 14.164 368 3.82 n.a.
11 C18:1 13.608 1.686 34.335 9.09 9.25 n.a.
12 C18:1 13.729 0.541 11.538 292 3.1 n.a.
13 13.823 0.550 11.972 296 322 n.a.
14 C18:2(AC. LINOLEICO) 14.709 0215 4.327 1.16 117 n.a.
15 15.052 0.081 1.654 043 045 n.a.
16 15.951 0.026 0.549 0.14 0.15 n.a.
na. (C20:0 na. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
17 C18:3 16.129 0234 3.6% 1.26 1.00 n.a.
18 C20:1 16.939 0.137 2.803 0.74 0.76 n.a.
19 17.025 0.574 11.259 3.09 3.03 n.a.

Default/Integration

Chromeleon (c) Dionex

Version 7.2.2.6394
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Instrument:PC-PC_1 Sequence:ENERO Page 2 of 2

na. |C20:2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
na. |C20:3 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
20 C20:4 20.040 0.190 2.521 1.02 0.68 n.a.
21 20.144 0.005 0.146 0.02 0.04 n.a.
na. |C22:1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
22 21.143 0.145 2.532 0.78 0.68 n.a.
23 C20:5(EPA) 21.949 3.515 56.360 18.95 15.18 n.a.
na. |C23.0 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
24 C24:.0 24.544 0.155 2426 0.83 0.65 n.a.
na. |C22:0 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
25 26.968 0.397 6.078 2.14 1.64 n.a.
26 C22:6(DHA) 27.668 2.138 32.158 11.53 8.66 n.a.
Total: 18.545 371.253 100.00 100.00

Chromeleon (c) Dionex
Default/Integration Version 7.2.2.6394
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ANEXO 7: Cromatograma de &cidos grasos del aceite concentrado

Instrument:PC-PC_1 Sequence:FEBRERO Page 10f 2
Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: ACEITE_CONCENTRADO Run Time (min):  36.00
Vial Number: 4 Injection Volume: 1.50
Injection Type: Unknown Channel: FrontDetector
Calibration Level: Wavelength: n.a.
Instrument Method: Fames Bandwiath: n.a.
Processing Method: OCTUBRE-FAMES-2020 Dilution Factor:  1.0000
Injection Date/Time: 08/feb/21 15:15 Sample Weight:  1.0000
[Chromatogram
200 .. FEBRERO #463 ACEITE_CONCENTRADO FrontDetector
175 4
150
125 4
£
Q
§ 100 25 - C20:5(EPA) - 21.962
&
2
754 {7- C16:1-11.13§12- C18:1- 13.605
-C140- 8,875 130 - C22:6(DHA
50
-G3%h6 13728 20-17.015
25 0 2 129 -|26.964
123 - cz - hmse 126 Cﬁ,_@ﬁﬁgp 672
T T Y
0]
90 100 125 150 175 200 225 250 275 30.0
Time [min]
Integration Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pPA % %
1 C14:0 8.876 2015 50.414 713 9.59 n.a.
2 9.230 0.063 1.705 0.22 0.32 n.a.
na. [C14:1 n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
3 9.624 0.112 2.707 040 0.51 n.a.
4 C16:0 10.537 2.050 46.713 725 8.88 n.a.
5 10.954 0.055 1.364 0.19 0.26 n.a.
6 11.027 0.095 2.043 0.34 0.39 na.
7 c16:1 11.135 2873 64.212 10.16 12.21 n.a.
8 11.282 0.148 2.518 0.52 048 n.a.
9 12.114 0480 9.037 1.70 1.72 n.a.
10 12.7%4 0.561 12.031 1.98 228 n.a.
11 C18:0 12.901 0.589 12.119 208 230 n.a.
12 C18:1 13.605 3.338 64.003 11.81 12.17 n.a.
13 c18:1 13.723 1.056 22.051 373 419 n.a.
14 13.816 0.889 19.287 3.14 367 n.a.
15 C18:2(AC. LINOLEICO) 14.697 0407 8.018 144 1.52 n.a.
16 15.037 0.150 3.075 0.53 0.58 n.a.
17 15.498 0.087 1.737 0.31 0.33 n.a.
na. [C20:0 n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
18 C18:3 16.118 0.386 6.362 137 1.21 n.a.
19 C20:1 16.936 0.315 6.307 1.11 1.20 n.a.

Default/Integration

Chromeleon (c) Dionex
Version 7.2.2.6394
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Instrument:PC-PC_1 Sequence:FEBRERO Page 2 of 2
20 17.015 1.162 19.408 4.11 3.69 n.a.
21 17.239 0.080 1.663 0.28 032 n.a.
22 17.938 0.123 1.986 044 0.38 n.a.
na. |C20:2 na. na. na. n.a. n.a. n.a.
na. |C20:3 n.a. na. n.a. n.a. n.a. na.
23 C204 20.033 0.317 4.457 1.12 0.85 n.a.
na. |C22:1 na. na. na. n.a. n.a. n.a.
24 21.140 0218 4.121 0.77 0.78 n.a.
25 C20:5(EPA) 21.962 5923 88.265 20.95 16.78 n.a.
na. |C23.0 n.a. n.a. n.a. n.a. na. n.a.
26 C24:0 24.539 0272 4.254 0.96 0.81 n.a.
27 25.464 0.114 1.789 040 0.34 n.a.
28 C22:0 25.672 0.143 2.281 0.51 043 n.a.
29 26.964 0.719 11.025 254 2.10 n.a.
30 C22:6(DHA) 27.681 3.535 51.007 12.50 9.70 n.a.
Total: 28.279 525.963 100.00 100.00

Default/Integration

Chromeleon (c) Dionex
Version 7.2.2.6394
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ANEXO 8: Cromatograma de acidos grasos del aceite concentrado duplicado

Instrument:PC-PC_1 Sequence:OCTUBRE Page 10f 2
Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: CONCENTRADO_DUPLICADO Run Time (min):  36.00
Vial Number: 2 Injection Volume: 1.50
Injection Type: Unknown Channel: FrontDetector
Calibration Level: Wavelength: n.a.
Instrument Method: FamesCamarMAY2018 Bandwiath: n.a.
Processing Method: OCTUBRE-FAMES Dilution Factor:  1.0000
Injection Date/Time: 07/oct/21 16:20 Sample Weight:  1.0000
[Chromatogram
200 7] OCTUBRE #702 CONCENTRADO_DUPLICADO FrontDetector
1751
150-|
- 1254 4-C16:0- 10.533
2 |
[ 4
21004
o 4
g 1
24 ] | 26 - C20:5(EPA) - 21.927
754|
11 -C14:0- B.8es
] 16-C16:1-11.12043 _ c18:1 - 13584
50| 1 30 - C226(DHA)
251 | 2R 543805700 21-coo1-16.9% f ]
) | | g-18 57779 17 - C18:2(AC, LINOLEICO) - 14.679 24 - Cz"é‘é'ﬁ?-ﬁ’?% S 29 -26.931
R il o dn B T L 71O o
90 100 125 15.0 175 200 225 25.0 275 30.0
Time [min]
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min pA*min pA % %
1 C14:0 8.868 2015 56.932 8.56 9.59 n.a.
2 9.219 0.063 1.710 0.30 0.32 n.a.
na. |[C14:1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
3 9.613 0.112 3.154 0.50 0.51 n.a.
4 C16:0 10.533 2.050 46.713 728 8.88 n.a.
5 10.789 0.055 1.364 0.19 0.26 n.a.
6 11.027 0.095 2.043 0.34 0.39 n.a.
7 c16:1 11.135 2.873 64.212 10.14 12.21 n.a.
8 11.282 0.148 2.518 0.52 048 n.a.
) 12.114 0480 9.037 1.70 1.72 n.a.
10 12.794 0.561 12.031 1.98 229 n.a.
1 C18:0 12.901 0.589 12:119 2.06 230 n.a.
12 Cc18:1 13.584 3.338 64.003 11.80 1217 n.a.
13 Cc18:1 13.702 1.056 22.051 3.74 419 n.a.
14 13.816 0.889 19.287 3.14 3.67 n.a.
15 C18:2(AC. LINOLEICO) 14.679 0407 8.018 145 1:52 n.a.
16 15.037 0.150 3.075 0.53 0.58 n.a.
17 15.498 0.087 1:737 0.33 0.33 n.a.
na. |[C20:0 na. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
18 Cc18:3 16.118 0.386 6.362 1.40 1.21 n.a.
19 C20:1 16.936 0.315 6.307 1.20 1.20 n.a.

Default/Integration

Chromeleon (c) Dionex
Version 7.2.2.6394
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Instrument:PC-PC_1 Sequence:OCTUBRE Page 2 of 2

20 17.015 1.162 19.408 4.11 369 n.a.
21 17.239 0.080 1.663 0.28 0.32 n.a.
22 17.938 0.123 1.986 044 0.38 n.a.
na. |C20:2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
na. |[C20:3 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
23 C20:4 20.033 0.317 4.457 1.1 0.85 n.a.
na. |C22:1 na. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
24 21.140 0.218 4121 0.77 0.78 n.a.
25 C20:5(EPA) 21.927 5.923 88.265 20.98 16.78 n.a.
na. |C23:0 n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
26 C24:0 24514 0.272 4.254 0.97 0.81 n.a.
27 25.464 0.114 1.789 040 0.34 n.a.
28 Cc22:0 25.641 0.143 2.281 0.50 043 n.a.
29 26.931 0.719 11.025 257 2.10 n.a.
30 C22:6(DHA) 27.643 3.535 51.007 12.70 9.70 n.a.
Total: 28.279 525.963 100.00 100.00

Chromeleon (c) Dionex
Default/Integration Version 7.2.2.6394
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